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Riassunto 
Il virus Modified Vaccinia Ankara (MVA) è un ceppo fortemente attenuato di Vaccinia Virus ed è da 
tempo utilizzato in qualità di vettore vaccinale nell’uomo. La totale incapacità di replicare in cellule di 
mammifero unita agli alti livelli di espressione dei transgeni (TG) veicolati costituiscono i punti di forza di MVA e 
ne fanno un vettore estremamente sicuro e potente, in grado di indurre una forte risposta immunitaria nei 
soggetti vaccinati. Uno dei metodi più impiegati per la costruzione di virus MVA ricombinanti (rMVA) sfrutta la 
ricombinazione omologa tra specifiche regioni del genoma virale e un plasmide donatore, contenente due 
sequenze di omologia che indirizzano la ricombinazione. La selezione dei cloni ricombinanti viene 
generalmente effettuata introducendo marker che determinano alterazioni nel fenotipo delle cellule infettate 
(ad esempio, resistenza ad antibiotici o proteine fluorescenti) e grazie ai quali è possibile aumentare 
notevolmente l’efficienza. 
L’interesse suscitato in ambito scientifico e medico da parte di MVA ha fornito una notevole spinta 
all’ideazione di nuove strategie volte alla sua manipolazione ed ingegnerizzazione, come dimostrato dai 
notevoli progressi compiuti nell’ultimo ventennio. Il lavoro svolto in questa tesi, suddivisa in due parti,  si 
inserisce in questo ambito e ha come scopo lo sviluppo di nuovi metodi nel tentativo di rendere MVA un 
vettore sempre più duttile, potente e versatile nell’ambito della ricerca sia di base sia clinica. 
Così come i vaccini più tradizionali possono essere costituiti da diversi antigeni, anche i virus rMVA 
possono essere ingegnerizzati per esprimere due o più TG (mrMVA). Strategie per la generazione di mrMVA 
sono già descritte in letteratura, ma non si sono dimostrate completamente soddisfacenti, soprattutto per 
quanto riguarda l’indipendenza trascrizionale e traduzionale dei TG. Questo è un prerequisito molto 
importante qualora i TG, ad esempio, dovessero assemblarsi secondo precisi rapporti stechiometrici a formare 
una proteina multimerica. Nella prima parte di questo lavoro di tesi viene descritta una nuova strategia di 
costruzione di mrMVA basata sul Red-to-Green gene swapping (Di Lullo et al., 2010) che permette l’inserimento 
dei TG in punti diversi del genoma, in particolare all’interno delle regioni ΔIII e ΔVI, assicurandone pertanto la 
totale indipendenza. Il primo virus mrMVA presentato, MVA HLAC(ΔIII)ENV(ΔVI), è stato costruito a partire da 
un rMVA già contenente il gene ENV nella regione ΔVI e inserendo HLAC nella regione ΔIII applicando 
direttamente il metodo del Red-to-Green gene swapping. Il secondo virus, MVA HA(ΔIII)NP(ΔVI), è stato invece 
costruito in maniera del tutto speculare, partendo da un rMVA contenente HA nella regione ΔIII e inserendo NP 
nella regione ΔVI. La strategia di ingegnerizzazione impiegata per quest’ultimo ha richiesto la costruzione di 
due nuovi plasmidi di trasferimento, contenenti le sequenze di omologia per la regione ΔVI, rispettivamente 
p675 (plasmide donatore della proteina rossa HcRED) e p604 (plasmide di trasferimento contenente un MCS e 
la proteina verde EGFP). Entrambi i virus sono stati poi saggiati per valutare l’espressione dei TG contenuti e 
confrontati con i virus rMVA singoli: non essendo state individuate differenze, è stato concluso che la strategia 
presentata è adatta alla generazione di mrMVA recanti TG in regioni diverse. 
 ii 
 
Nonostante l’importanza che MVA ricopre nel panorama scientifico e medico, la piena potenzialità di 
questo virus non è ancora stata raggiunta: il suo impiego, infatti, è stato finora limitato a quello di carrier di TG 
contro i quali indurre una risposta immunitaria, benché esistano altre strategie che non coinvolgano la diretta 
presentazione dei TG al sistema immunitario. Una di queste è la possibilità di promuovere l’espressione di geni 
cellulari sfruttando fattori di trascrizione, induttori  o transattivatori opportunamente inseriti all’interno del 
vettore MVA. Per approfondire questo campo d’indagine, è stato selezionato CIITA, gene fisiologicamente 
espresso nelle cellule presentanti l’antigene (APC) e responsabile dell’espressione di MHC Classe-II. Nella 
seconda parte di questo lavoro è stato pertanto costruito, attraverso la tecnica del Red-to-Green gene 
swapping, il virus MVA fCIITA(ΔIII), contenente il gene CIITA fuso al tag M2 all’interno della regione ΔIII. Come 
confermato a mezzo di western blot, saggi citometrici e immunofluorescenza, MVA fCIITA(ΔIII) si è rivelato in 
grado di indurre un fenotipo Classe-II
+
 in cellule umane e murine, dimostrando che l’infezione virale non 
interferisce con l’attività transattivatoria di CIITA. 
Considerato che l’overespressione della Classe-II sulle cellule tumorali ha prodotto interessanti, benché 
eterogenei, risultati nel campo dell’immunoterapia e che i metodi di gene delivery finora impiegati risultano 
poco efficienti o dispendiosi in termini di tempo, è stata presa in considerazione la possibilità di veicolare CIITA 
all’interno di cellule tumorali sfruttando il virus costruito. In via preliminare, è stata saggiata in vivo la capacità 
di MVA fCIITA(ΔIII) di stimolare il ramo T-helper mediante due immunizzazioni intramuscolari consecutive. Al 
termine dell’immunizzazione sono state valutate sia la risposta anti-vettore attraverso un saggio ELISA sia la 
distribuzione delle popolazioni linfocitarie CD4
+ 
mediante citometria su cellule estratte da linfonodi. I risultati, 
tuttavia, non hanno messo in mostra differenze significative rispetto al controllo: l’assenza dell’effetto 
biologico, ossia l’aumento di anticorpi anti-vettore, è risultata infatti in linea con la mancata over-stimolazione 
dei linfociti T-helper. Data la possibilità che la risposta anti-vettore fosse già completamente satura, impedendo 
di fatto l’ulteriore stimolazione del ramo umorale, sono in corso ulteriori saggi in vivo per la valutazione 
funzionale del virus costruito inerente ad una possibile stimolazione del ramo cellulare dell’immunità acquisita. 
Qualora la capacità immunostimolatoria e/o immunomodulante di MVA fCIITA(ΔIII), eventualmente in 
associazione con adiuvanti, venisse confermata, si avrà a disposizione un ottimo strumento per valutare in 
maniera rapida e sicura in quali tumori l’overespressione della Classe-II svolge un ruolo efficace nell’induzione 
di una risposta immunitaria antitumorale. 
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Abbreviazioni 
 
ADCC Citotossicità cellulare mediata da anticorpi 
BAC Cromosoma artificiale batterico 
BLS Bare lymphocyte syndrome 
CEF Fibroblasti embrionali di pollo 
CEV Virus dotati di envelope associati alla membrana 
CPXV Cowpoxvirus 
DC Cellule dendritiche 
EEV Virus extracellulare dotato di envelope 
GAG Glicosaminoglicani 
HAT Istone acetiltransferasi 
IEV Virus intracellulare dotato di envelope 
IMV Virus maturo intracellulare 
IV virus immaturo 
MCS Multiple Cloning Site 
MHC Complesso maggiore di istocompatibilità 
MIIC Vescicole contenenti la Classe-II 
MOI Molteplicità di infezione 
mrMVA MVA ricombinante multiplo 
MVA Modified Vaccinia Ankara 
NK Cellule natural killer 
OPV Orthopoxvirus 
pDC DC plasmacitoidi 
P.I. Post infezione 
rMVA MVA ricombinante  
rVACV Vaccinia Virus ricombinante 
TAA Antigene associato ai tumori 
TCR Recettore delle cellule T 
TG Transgene 
TK timidina kinasi 
TPG Plasmide di trasferimento verde 
VACV Vaccinia Virus 
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1. Biologia dei Poxvirus 
I Poxvirus, famiglia Poxviridae (Tabella 1), sono un numeroso ed eterogeneo gruppo di virus a 
DNA a doppio filamento rivestiti da envelope. Poxviridae comprende due sottofamiglie, 
Chordopoxvirinae ed Entomopoxvirinae, in grado di infettare rispettivamente vertebrati ed 
invertebrati. Chordopoxvirinae è suddivisa in otto diversi genera, il più importante e studiato dei 
quali è senza dubbio quello degli Orthopoxvirus (OPV). Gli OPV, come tutti gli appartenenti ai 
Poxvirus, replicano interamente nel citoplasma delle cellule infettate benché siano virus a DNA. 
Inoltre, caratteristica unica, il loro genoma risulta conservato inter-specie, in particolar modo in una 
porzione centrale di circa 100kb contenente i geni necessari per la replicazione ed il ciclo vitale. Ciò si 
traduce in cross-reattività immunologica e, pertanto, cross-protezione da una successiva infezione da 
parte di un virus del medesimo genere (Mercer, Schmidt, e Weber 2006). A supporto di ciò, si può 
citare la grande efficacia della vaccinazione contro Variola major tramite Vaccinia Virus (VACV), 
entrambi OPV, che ha portato nel 1977 all’eradicazione del vaiolo in natura.   
Fino agli anni ’80, la conoscenza dei processi molecolari e cellulari coinvolti nella risposta 
antivirale era alquanto limitata, considerata la mancanza di strumenti adatti al loro studio. Con 
l’avvento della tecnologia del DNA ricombinante, nuove strategie d’indagine si resero disponibili e 
VACV venne selezionato come modello di studio per colmare tali lacune. Per questo motivo, la 
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maggior parte della nostra conoscenza sui Poxvirus e, in generale, nel campo della virologia è dovuta 
a VACV. Ad oggi sono disponibili molteplici modelli di VACV, dai mutanti termosensibili ai 
ricombinanti inducibili, il cui impiego non è limitato allo studio in vitro ma coinvolge anche test in 
vivo volti allo sviluppo di vaccini ricombinanti. 
 
 
Tabella 1. Classificazione dei Poxvirus. Variola virus è l’agente eziologico del vaiolo, eradicato nel 
1977 grazie a una campagna vaccinale globale nella quale è stato impiegato Vaccinia Virus (VACV).I 
successivi studi compiuti su VACV hanno guidato la scoperta di ceppi attenuati, come ad esempio 
MVA, impiegati oggigiorno in qualità di vettori virali grazie alla loro sicurezza. Un altro vettore 
Poxvirale estremamente interessante è Fowlpox Virus: al pari dei ceppi attenuati di VACV, è in grado 
di infettare cellule di mammifero pur non replicando in esse. 
 
1.1 Morfologia dei Virioni 
VACV, come tutti i Poxvirus, possiede un virione relativamente grande (in media 250nm x 
350nm) e complesso (Figura 1), al limite della risoluzione per la microscopia ottica. Analogamente ad 
altri membri della famiglia, VACV è in grado di produrre diversi tipi di virioni, almeno tre, tutti in 
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grado di infettare, seppur con modalità diverse, le cellule dell’ospite. Di questi, il virus maturo 
intracellulare (IMV) e il virus extracellulare dotato di envelope (EEV) sono le forme più significative: 
se IMV costituisce il primo intermedio della fase replicativa ed è provvisto di due membrane (capside 
e membrana interna), l’EEV rappresenta il punto di arrivo della maturazione del virus ed è 
caratterizzato da una membrana aggiuntiva (membrana esterna). Tale membrana è di derivazione 
golgiana o endosomiale e contiene proteine di transmembrana sia cellulari sia virali. All’interno del 
core trovano posto il genoma, alcune proteine strutturali e gli enzimi di trascrizione propri del virus, 
necessari durante le primissime fasi dell’infezione. 
 
 
Figura 1. Struttura schematica di un virione EEV di Poxvirus (sinistra) e immagine di microscopia 
elettronica a trasmissione del virione di Variola Major (destra). Il virione IMV è sprovvisto di 
membrana esterna e quindi possiede un diverso assortimento di proteine di superficie. 
 
1.2 Genoma 
Il genoma di VACV è costituito da un doppio filamento a DNA lineare di 200-300kb, contenente 
approssimativamente 200 geni contigui e privi di splicing (Figura 2). La porzione centrale, come già 
sottolineato, contiene geni per la replicazione - conservati inter-specie -  mentre le due porzioni 
terminali recano geni volti a determinare virulenza e specie-specificità. Le estremità del genoma, 
dette ITR, sono costituite da sequenze ripetute in tandem e non sono libere, bensì chiuse da due loop 
a forcina (hairpin o terminal loop). La particolare struttura di queste regioni ricopre un ruolo critico 
durante la fase della replicazione. 
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Figura 2. Organizzazione del genoma di VACV. La porzione centrale è costituita da geni codificanti per 
proteine strutturali, alcuni dei quali sono rappresentati nell’esploso in basso con la nomenclatura derivata 
dalla digestione con l’enzima HindIII.  Nell’esploso a sinistra è riportata la struttura delle ITR (Inverted Tandem 
Repeats) e si può notare il terminal loop all’estremità del genoma. 
 
1.3 Ciclo replicativo ed espressione genica 
Il ciclo replicativo di VACV (Figura 3) si svolge nel citoplasma, all’interno delle cosiddette virus 
factories, ed è in gran parte indipendente dalla cellula ospite: sia la replicazione del DNA sia la 
trascrizione sono infatti affidate a polimerasi virali, mentre la traduzione delle proteine è delegata 
all’apparato cellulare. All’interno del ciclo si possono individuare tre fasi: precoce, intermedia e 
tardiva. 
 
Fase precoce - adesione, ingresso ed espressione di geni precoci 
Il ciclo replicativo ha inizio con l’adesione del virione alla membrana della cellula ospite (Figura 
3 punto 1): è opinione diffusa (Vanderplasschen e Smith 1997) che i recettori impiegati da IMV 
differiscano da quelli di EEV dato il diverso corredo di proteine superficiali dei due. Vari studi (Chung 
et al. 1998; Hsiao, Chung, e Chang 1998; Hsiao, Chung, e Chang 1999; Lin et al. 2000) indicano come 
probabili target di IMV i GAG solforati (in particolare, eparansolfato e condroitinsolfato), tuttavia 
virus deleti dei recettori per tali GAG non subiscono alterazioni nell’infettività, ad indicare che le  
molecole coinvolte nell’adesione dei virioni IMV sono molteplici e non tutte identificate (Hsiao, 
Chung, e Chang 1998; Rodriguez e Smith 1990; Ward 2005). Inoltre, è risaputo che il legame di un 
anticorpo specifico per un antigene di membrana sensibile alla tripsina (B2) è in grado di bloccare il  
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Figura 3. Sintesi del ciclo replicativo di VACV. 
 
legame degli IMV, ma non degli EEV (Vanderplasschen e Smith 1997; W. Chang et al. 1995). I dati 
sono tuttavia insufficienti e le indagini ancora in corso. 
Una volta aderito alla membrana, il virus deve liberarsi dell’envelope, completando l’ingresso 
nel citoplasma della cellula infettata (Figura 3 punto 1). Il meccanismo molecolare impiegato è 
relativamente complesso e dipende dal numero di membrane che compongo il virione (Figura 4). 
L’ingresso di IMV, essendo il suo capside rivestito da un singolo envelope lipidico, avviene attraverso 
la fusione diretta tra la membrana virale interna e la membrana cellulare. EEV, invece, essendo 
dotato di due rivestimenti lipidici, adotta una strategia diversa: la membrana esterna, in seguito al 
legame con la membrana cellulare, perde di integrità e si fonde parzialmente ad essa. Il virione, che a 
questo punto risulta analogo ad un IMV, può fondersi con la membrana cellulare e liberare il capside 
nel citoplasma.  
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Figura 4. Rappresentazione delle strategie di ingresso dei virioni di VACV. A sinistra, IMV si 
fonde direttamente alla membrana cellulare. A destra, EEV dapprima perde la membrana 
esterna tramite un processo non fusogeno e poi libera il capside nel citoplasma attraverso 
fusione della membrana interna. 
 
Indipendentemente dalla via di ingresso seguita, il capside, nudo, viene veicolato per mezzo 
dei microtubuli in prossimità del nucleo (Figura 3 punto 2). La prima fase del ciclo replicativo si 
conclude quindi con l’espressione dei geni precoci ad opera di una RNA-polimerasi virale DNA-
dipendente, che riconosce unicamente i promotori di VACV e la sequenza di terminazione TTTTTNT. 
L’enzima si trova già associato al genoma virale all’interno del core, unitamente a fattori di iniziazione 
della trascrizione ed enzimi che modificano il cap e il poly-A degli RNA virali per renderli simili alle 
controparti eucariotiche. In questo modo, i geni precoci, che ricoprono circa il 50% del trascrittoma di 
VACV, vengono espressi sin dalle primissime fasi dell’infezione (Figura 3 punto 3). Tali geni codificano 
per proteine coinvolte in vari processi, in particolar modo evasione immunologica e induzione 
paracrina della proliferazione (Figura 3 punto 4), ulteriore uncoating virale e apertura della parete del 
core (Figura 3 punto 5), aumento del pool di nucleotidi disponibili e duplicazione del DNA virale. 
 
Fase intermedia - duplicazione ed espressione di geni intermedi 
La fase intermedia ha inizio con la duplicazione del genoma di VACV (Figura 3 punti 6-7, 
illustrata in dettaglio in Figura 5) ad opera di una DNA-polimerasi virale DNA-dipendente, trascritta 
durante la fase precoce. Il processo di replicazione ha inizio con l’introduzione di un nick in uno dei 
filamenti di DNA in prossimità del terminal loop. L’hairpin perde quindi il folding e viene duplicato 
dalla DNA-polimerasi virale. Le due catene quindi si dividono e l’hairpin della catena nascente si 
riforma grazie alle ITR, fungendo da nuovo innesco per la DNA-polimerasi che completa la 
duplicazione del genoma sull’altro filamento. La risoluzione del concatamero generato da tale 
processo avviene unicamente nella fase tardiva e richiede l’intervento di  almeno tre proteine virali 
che inseriscono due nick, separano la giunzione di Holliday e ligano le estremità. 
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Al contempo, la RNA-polimerasi virale dà inizio all’espressione dei geni intermedi (Figura 3 
punto 8), i cui promotori si differenziano da quelli precoci poiché richiedono la presenza di fattori di 
trascrizione sia virali (VITF1-3, prodotti durante la fase precoce) sia cellulari (VITF2, retrotraslocato 
dal nucleo). Le proteine intermedie (Figura 3 punto 9) fungono da fattori di trascrizione per i geni 
tardivi, pertanto per la conclusione del ciclo replicativo è necessaria la corretta espressione sia delle 
proteine precoci sia dia quelle intermedie. 
 
Figura 5. Fasi della duplicazione del genoma di VACV. La presenza del 
terminal loop e delle ITR svolge un ruolo chiave nel processo di duplicazione, 
che prevede la generazione di intermedi di replicazione concatenati, 
successivamente risolti da enzimi virali. 
 
Fase tardiva - espressione di geni tardivi e morfogenesi 
I geni tardivi codificano principalmente per proteine strutturali del capside, fattori di virulenza, 
peptidi ad attività immunosoppressiva ed enzimi che verranno successivamente assemblati 
all’interno del virione (Figura 3 punto 11). Gli mRNA tardivi posseggono caratteristiche diverse se 
comparati a quelli precoci: in primo luogo, Il segnale di terminazione TTTTTNT non viene più 
riconosciuto dalla RNA-polimerasi, il che porta alla trascrizione di mRNA particolarmente lunghi; 
 secondariamente, all’estremità 5’ degli mRNA, tra il 
cui funzione è tuttora sconosciuta.
Terminata l’espressione tardiva, ha inizio la 
illustrata in dettaglio in Figura 
endoplasmatica (o tutt’al più
(crescents). Queste ultime si assemblano intorno a
particelle sferiche chiamate “virus immaturi” (IV).
proteolitici, i quali inducono la condensazione del capside nella caratteristica forma “a mattoncino” 
posseduta dagli IMV (due membrane)
seguito a lisi della cellula, poiché normalmente il processo di maturazione prosegue
rivestimento da parte di una doppia membrana lipidica (
formazione di virus intracellular
veicolati dai microtubuli verso la superficie cellulare e, 
ai virus dotati di envelope associati alla membrana (CEV, tre membrane). Da ult
staccarsi dalla membrana sottoforma di EEV o indurre localmente una rapida polimerizzazione di 
actina che li “spinge” verso le membrane delle cellule adiacenti, propagando l’infezione in un 
 
Figura 6. Morfogenesi
intracitoplasmatici; IEV
associati alla membrana
maturazione dei virioni di VACV segue un processo ben definito che si svolge a cavallo delle 
factories citoplasmatiche e del comparto golgiano
formazione di diversi intermedi, tutti infettivi a parte gli I
quanto riguarda il numero delle membrane dell’envelope e
cap e il codone AUG, viene aggiunto un 
 
morfogenesi dei virioni (
6). Dapprima, membrane lipidiche del’ospite di probabile derivazione 
 pre-golgiana) e proteine virali si associano a formare delle mezzelune 
i complessi nucleoproteici di VACV 
 Gli IV maturano attraverso successivi tagli 
. È da sottolineare che gli IMV vengono liberati unicamente in 
endosomiale o golgiana), portando alla 
i dotati di envelope (IEV, quattro membrane). Tali IEV vengono quindi 
attraverso un processo di esocitosi
 dei virioni di VACV. IV = virus immaturi; IMV 
 = virus intracellulari dotati di envelope; CEV = virus dotati di envelope 
; EEV = virus extracitoplasmatici dotati di envelope. La form
-endosomiale. L’assemblaggio prevede la 
V, che differiscono tra loro per 
 il corredo di proteine di superficie.
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1.4 Immunomodulazione dei Poxvirus 
I grandi virus a DNA rappresentano un buon bersaglio contro il quale montare una risposta 
immune. Per tal motivo, i Poxvirus hanno sviluppato una serie di strategie volte sia a diminuire la 
risposta immunitaria dell’ospite sia ad aumentare la sopravvivenza delle cellule infettate, così da 
massimizzare l’efficienza del ciclo replicativo. 
Durante le fasi sia precoce sia tardiva dell’infezione, i Poxvirus esprimono un’ampia gamma di 
proteine, alcune delle quali vengono secrete dalle cellule dell’ospite. La maggior parte di queste 
molecole, agendo in qualità di mock receptors e competendo per il legami con i recettori fisiologici, 
sono in grado di contrastare efficacemente la risposta antivirale stimolata da IFN-α/β (inibizione della 
replicazione virale), IFN-γ (stimolazione di macrofagi, linfociti B, linfociti T CD4+ e potenziamento 
dell’espressione del complesso MHC), IL-1β (azione proinfiammatoria), IL-18 (azione 
proinfiammatoria e potenziante la citotossicità dei linfociti NK) e TNF (azione proinfiammatoria, 
antivirale e citotossica) (Symons, Alcamí, e Smith 1995; Vancová, La Bonnardiere, e Kontsek 1998; 
Alcamí, Symons, e Smith 2000; Katze, He, e Gale 2002; Mossman et al. 1995; Alcamí e Smith 1995; 
Bai et al. 2005; V. P. Smith e Alcamí 2000; Alcamí e Smith 1992; Spriggs et al. 1992; Seet et al. 2001; 
Cunnion 1999). Altre molecole secretorie bloccano invece la chemiotassi leucocitaria sia fungendo da 
mock receptors sia agendo da omologhi di citochine anti-infiammatorie (Lalani, Barrett, e McFadden 
2000; P. M. Murphy 2001). Inoltre, alcuni Poxvirus sono in grado di secernere serpine (inibitori di 
serin proteasi), enzimi che riducono l’attivazione delle cellule infiammatorie e la clearance virale 
(Macen et al. 1993; Nash, Lucas, e McFadden 1997), mentre altri producono peptidi che 
interferiscono con l’attivazione del complemento, riducendone l’attività chemiotattica e citotossica 
(Seet et al. 2001; Isaacs, Kotwal, e Moss 1992). 
Altri sistemi messi a punto dai Poxvirus per ostacolare il sistema immunitario comprendono la 
down-regolazione del CD4 sui Linfociti T-helper (rallentamento della risposta umorale) (Mansouri et 
al. 2002; Barry et al. 1995) e dell’MHC Classe I sulle cellule infettate (riduzione della presentazione di 
peptidi ai linfociti CD8+) (Boshkov, Macen, e McFadden 1992; Guerin et al. 2002; Früh et al. 2002). 
Quest’ultima strategia porta con sé un rischio: se da un lato viene infatti bloccata la risposta cellulo-
mediata T-killer, dall’altro la mancanza di Classe I sulla superficie cellulare induce la risposta NK. Per 
ovviare a ciò, alcuni Poxvirus sono in grado di esprimere omologhi della Classe I, i quali, formando 
complessi stabili con la β2-microglobulina, riescono ad ingannare i linfociti NK (Guerin et al. 2002; 
Mansouri et al. 2002).  
Da ultimo, i Poxvirus hanno sviluppato la capacità di rallentare l’apoptosi cellulare inibendo 
direttamente l’attivazione delle caspasi indotta da FasL o TNF (via estrinseca), bloccando il pathway 
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mitocondriale (via instrinseca) e impedendo la funzionalità delle caspasi stesse (Seet et al. 2001; 
Bertin et al. 1997; Hu et al. 1997; Komiyama et al. 1994; Martinez-Pomares, Stern, e Moyer 1993; 
Zhou et al. 1997; Everett et al. 2000). In tal modo la sopravvivenza delle cellule infettate viene 
prolungata, aumentando il tempo utile per la replicazione, il packaging e la propagazione 
dell’infezione. 
 
2. Ricerca biomedica e ingegneria genetica dei Poxvirus 
L’avvento della tecnologia del DNA ricombinante segnò una rivoluzione nel mondo della 
biologia e, grazie ad essa, nel 1980 si aprì un nuovo capitolo nella storia dei Poxvirus (Riccardo Wittek 
et al. 1980; R Wittek et al. 1980; R Wittek e Moss 1980). Le tecniche molecolari vennero infatti 
sfruttate appieno al fine di fornire i mezzi necessari per ingegnerizzare geneticamente i Poxvirus, 
permettendo lo studio approfondito della loro biologia. Inoltre, dati l’ampio spettro di infezione e gli 
alti livelli di espressione dei transgeni (TG) veicolati, i Poxvirus ricombinanti divennero in breve tempo 
uno strumento estremamente utile per la ricerca medica e veterinaria, rivelandosi ottimi vettori di 
espressione e vaccini candidati contro malattie scorrelate (Panicali e Paoletti 1982; Mackett, Smith, e 
Moss 1982). 
 
2.1 Ingegneria genetica: generazione di Poxvirus ricombinanti 
Il sistema di ingegnerizzazione genetica più usato sfrutta la ricombinazione omologa, un 
evento relativamente frequente (circa 0.1%) che avviene in maniera spontanea all’interno delle 
cellule infettate. La ricombinazione viene guidata da un plasmide che contiene un MCS sotto 
promotore virale, fiancheggiato da due regioni di omologia che indirizzano di fatto la ricombinazione 
in siti specifici del genoma Poxvirale. Inserendo un TG nell’MCS, quindi, è possibile generare per 
ricombinazione una progenie virale in grado di esprimere tale TG (Figura 7). 
Rendendosi necessario isolare i virus ricombinanti all’interno di un largo eccesso di virus 
parentale, diversi approcci di selezione sono stati messi a punto. Uno dei primi metodi consisteva nel 
ricombinare il TG all’interno del gene virale timidina chinasi (TK), così da inattivarlo, e di selezionare 
successivamente i cloni con fenotipo TK- all’interno di cellule prive di TK (Mackett, Smith, e Moss 
1984). Tale sistema, benché funzionale, richiedeva parecchie settimane di lavoro per riuscire ad 
identificare ed isolare un numero davvero esiguo di placche. Per aumentare l’efficienza si diffuse 
pertanto l’impiego di marker ad hoc inseriti nella cassetta di ricombinazione accanto al TG, così da  
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Figura 7. Rappresentazione schematica del processo di ricombinazione omologa per la produzione di Poxvirus 
ricombinanti. In alto a destra, il plasmide di trasferimento, la cui cassetta di ricombinazione, contenente il TG sotto 
promotore virale e un eventuale marker selettivo, è fiancheggiata dalle due regioni di omologia flank1 e flank2. In seguito 
ad infezione/trasfezione in cellule, l’intera cassetta di ricombinazione viene inserita all’interno del genoma virale in uno 
specifico locus (nell’esempio, è quello della TK). 
 
porre i ricombinanti sotto pressione selettiva positiva. Un esempio molto semplice consiste nella 
resistenza a farmaci e composti chimici, ottenuta inserendo ad esempio geni per la resistenza agli 
antibiotici, il gene gpt (Falkner e Moss 1988) o somministrando BrdU o AZT (Holzer et al. 2005) a 
virus ricombinati nel gene TK; alternativamente può essere applicato uno screening colorimetrico o 
di fluorescenza, introducendo geni codificanti ad esempio per β-galattosidasi (Caroline Staib, Drexler, 
e Sutter 2004) o per proteine analoghe alla GFP (Di Lullo et al. 2009; Di Lullo et al. 2010); o ancora, 
tecniche più raffinate prevedono l’utilizzo di fenotipi virali non replicanti (ad esempio, VACV-ΔA27L o 
MVA-Δ3EL), complementati in seguito a ricombinazione (Hornemann et al. 2003); da ultimo, è 
possibile espandere in maniera transiente lo spettro d’ospite, facendo avvenire la ricombinazione in 
cellule non permissive per il virus wild type (G Sutter, Wyatt, et al. 1994; C Staib et al. 2000; Caroline 
Staib et al. 2003). Esaurito il loro scopo, i marker possono essere quindi eliminati in maniera 
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spontanea tramite un’ulteriore ricombinazione intragenomica, così da escludere potenziali effetti 
non desiderati in vivo ed aumentare il livello di sicurezza dei vettori virali (Di Lullo et al. 2010). 
La ricombinazione omologa in cellule eucariotiche, benché efficace, non è il solo sistema 
esistente volto alla generazione di Poxvirus ricombinanti. A titolo d’esempio, è stata descritta in 
letteratura una tecnologia estremamente elegante che impiega i BAC e un virus helper (Domi e Moss 
2005). L’intero genoma del Poxvirus VACV viene dapprima clonato all’interno di BAC, i quali possono 
essere ingegnerizzati direttamente in E.Coli impiegando enzimi derivanti dal batteriofago. 
Successivamente, i BAC modificati vengono utilizzati per produrre virus puri in cellule eucariotiche, 
aiutati inizialmente da un virus helper (il DNA dei Poxvirus non è infatti infettivo per se). 
In definitiva, i sistemi di ingegnerizzazione dei Poxvirus hanno permesso di aumentare 
drasticamente semplicità e velocità di ricombinazione, mettendo a disposizione dei ricercatori vettori 
di espressione transiente duttili e relativamente facili da usare. Inoltre, considerato il fenotipo 
attenuato posseduto da alcuni strain virali incapaci di replicare in cellule di mammifero, i Poxvirus 
vennero ben presto candidati per l’uso su larga scala in qualità di vaccino totalmente sicuro. 
 
2.2 I Poxvirus nella ricerca biomedica 
Storicamente, VACV non fu il primo Poxvirus ad essere impiegato nella medicina: bisogna 
infatti tornare agli ultimi decenni del XVIII secolo e agli studi di Edward Jenner, nei quali venne 
scoperto un metodo profilattico antivaioloso alternativo alla “variolizzazione”, la cosiddetta 
“vaccinazione” con Cowpoxvirus (CPXV) (Riedel 2005). Accolta inizialmente con estremo scetticismo, 
la vaccinazione riscosse invece un enorme successo, dimostrandosi decisamente più sicura della 
variolizzazione pur mantenendone l’efficacia. Agli inizi del XX secolo, a circa cento anni dalla sua 
scoperta, la vaccinazione era ormai divenuta una pratica comune e nel 1959 la neonata 
Organizzazione Mondiale della Sanità diede inizio al piano globale di eradicazione del Vaiolo, nel 
quale CPXV venne sostituito col più sicuro VACV (Baxby 1977).  
 
2.2.1 Vaccini di prima e seconda generazione 
Durante la campagna antivaiolosa, VACV venne impiegato su larga scala e si dimostrò 
sufficientemente sicuro ed estremamente potente: induceva infatti protezione nel 95% dei soggetti 
vaccinati, causando tuttavia effetti avversi anche seri nello 0,1% dei casi e morte in circa 1 caso per 
ogni milione (Fulginiti, Papier, Lane, Neff, e Henderson 2003a; Fulginiti, Papier, Lane, Neff, e 
Henderson 2003b). Questo vaccino era a tutti gli effetti un virus vivo, virulento, prodotto in animali
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domestici quali vitelli o pecore (prima generazione), spesso non clonato e scarsamente purificato. 
Ciononostante, il rapporto rischio/beneficio, se comparato ai drammatici effetti del vaiolo, era 
certamente a favore del suo uso. 
Nel 1977 si verificò l’ultimo caso di vaiolo in Somalia e, due anni più tardi, l’Organizzazione 
Mondale della Sanità dichiarò tale malattia completamente debellata. L’interesse nei confronti di 
VACV tuttavia non diminuì poiché, grazie alle nuove tecniche di ingegnerizzazione, le sue potenzialità 
in qualità di vettore di espressione e vaccinale iniziarono ad emergere. La diffusione delle colture 
cellulari, inoltre, permise l’espansione di VACV in vitro (seconda generazione), in un ambiente più 
controllato e sterile rispetto al modello animale. Tra i vaccini di seconda generazione destinati ad uso 
veterinario merita sicuramente menzione il rVACV esprimente la glicoproteina del Rhabdovirus, 
utilizzato con successo in Belgio tra il 1989 e il 1993 e che ha permesso di controllare la diffusione 
della rabbia tra le volpi selvatiche (Brochier, Costy, e Pastoret 1995). Data la capacità di indurre forti 
risposte citotossiche, inoltre, rVACV contenenti antigeni virali (Earl et al. 1986; Lathe et al. 1987) o 
associati a cancro (Bernards et al. 1987; Estin et al. 1988; Kantor et al. 1992) vennero inseriti in 
protocolli sperimentali volti allo sviluppo di vaccini antitumorali, con risultati decisamente 
incoraggianti. Infine, VACV venne saggiato anche in qualità di adiuvante e vari studi dimostrarono 
l’efficacia di rVACV recanti citochine (Rao et al. 1996) o molecole costimolatorie (Chamberlain et al. 
1996) nell’aumentare l’efficacia della risposta immunitaria. Gli unici ostacoli da superare erano quelli 
legati alla sicurezza in fase di manipolazione (BSL-2, operatori vaccinati) e di successivo utilizzo 
nell’uomo. 
 
2.2.2 Vettori attenuati e vaccini di terza generazione 
Col passare degli anni e il susseguirsi degli studi, VACV cedette il passo ad altri vettori Poxvirali 
che, nel loro insieme, contribuirono ad abbattere, se non annullare del tutto, il rischio di eventi 
avversi associati all’uso di VACV. Questo aprì le porte della vaccinazione anche a quella parte di 
popolazione costituita da pazienti immunocompromessi, fino ad allora esclusi, nonché rese 
disponibili nuove strategie vaccinali, come ad esempio i protocolli prime/boost con diversi backbone 
virali. Questi vettori, costituenti la terza generazione, sono ceppi altamente attenuati di VACV, come 
ad esempio NYVAC e Modified Vaccinia Ankara (MVA), i quali hanno ricevuto l’approvazione del NIH 
per l’uso in BSL-1 anche da personale non vaccinato. NYVAC è stato costruito rimuovendo in maniera 
mirata diciotto geni coinvolti nel tropismo e nella patogenicità di VACV. In conseguenza di ciò, la 
replicazione del virus in cellule umane è bloccata ad uno stadio precoce, risultando tuttavia 
produttiva nella linea di scimmia VERO e in cellule primarie di pollo (CEF) (Tartaglia et al. 1992). 
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2.2.3 Modified Vaccinia Ankara 
A differenza di NYVAC, il fenotipo estremamente attenuato di MVA è dovuto all’accumulo di 
una serie di difetti genetici conseguenti a più di 570 passaggi seriali su cellule di pollo CEF. Attraverso 
analisi di restrizione sul genoma sono state individuate sei delezioni maggiori (ΔI-VI, Figura 8) che, nel 
loro complesso, hanno causato la perdita del 12%-15% del genoma di VACV (Meyer, Sutter, e Mayr 
1991; Antoine et al. 1998; Meisinger-Henschel et al. 2010), riducendolo a circa 177kb. MVA è 
caratterizzato da uno spettro d’ospite molto ristretto: al pari di NYVAC, le CEF risultano pienamente 
permissive per la sua replicazione, che in cellule di mammifero viene invece bloccata a livello della 
morfogenesi, più precisamente nella fase della generazione del virione (G Sutter e Moss 1992). 
Questa peculiarità sta alla base del successo di MVA, dal momento che risulta in grado di esprimere 
proteine eterologhe nelle cellule infettate pur non replicando in esse. Sorprendentemente, si 
dimostrano in grado di supportare la crescita virale anche alcune linee tumorali di mammifero, in 
particolare BHK-21 (criceto) e, anche se in maniera molto ridotta, A-549 (uomo) (Carroll e Moss 1997; 
L S Wyatt et al. 1998; Okeke, Nilssen, e Traavik 2006). La totale sicurezza e la capacità di esprimere ad 
alti livelli i TG veicolati sono solo due dei punti di forza che han fatto di MVA un eccellente candidato 
in qualità di vettore di espressione transiente e vaccinale (G Sutter e Moss 1992). A questi si 
aggiungono la stabilità nel tempo, una produzione economica e semplice, la flessibilità per quanto 
riguarda la dimensione dei TG inseriti (anche multipli), l’abilità nella stimolazione a lungo termine di 
entrambi i rami del sistema immunitario contro il TG veicolato (Ramírez et al. 2000) e, da ultimo, una 
vasta gamma di vie di somministrazione in vivo, in particolare quella intradermica e intranasale. 
MVA, infine, non codifica per molti inibitori dell’immunità, né interferisce con il processamento e la 
normale presentazione antigenica dell’ospite. Pertanto la risposta contro il vettore risulta più 
sostenuta, in accordo con l’osservazione che l’immunità cellulo-mediata e umorale permangono a 
lungo nell’ospite (Hammarlund et al. 2003). 
 In alcuni studi, la capacità di MVA di indurre una risposta immune anti-Poxvirale è stata 
comparata a quella dei tradizionali vaccini VACV: i risultati non hanno messo in evidenza sostanziali 
differenze, sebbene le dosi richieste con MVA siano sensibilmente maggiori (Ingo Drexler et al. 2003; 
Belyakov et al. 2003; Linda S Wyatt et al. 2004). Studi più recenti hanno comunque mostrato che la 
risposta contro il vettore possa essere aumentata sensibilmente attraverso la delezione di geni 
specifici, in particolare A35 (Rehm et al. 2010; Rehm e Roper 2011) e C12L (Falivene et al. 2012), o 
l’inserimento del TG CD40L (Lauterbach et al. 2013). 
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Figura 8. Mappatura delle sei delezioni maggiori di MVA. In blu e in verde sono rappresentati gli ORF presenti 
rispettivamente sul filamento senso e antisenso, alcune delle quali sono sovrapposte. I triangoli gialli identificano la 
posizione e il numero della delezione, da I a VI. 
 
Efficacia vaccinale di MVA in animali e uomo 
È lecito supporre che il maggiore punto di forza di MVA, la completa avirulenza, potrebbe 
rappresentare anche il suo maggiore svantaggio nei confronti dei virus replicativi come VACV, i quali, 
in effetti, potendo infettare produttivamente l’ospite, esprimono i TG a livelli più alti (Blanchard et al. 
1998; Antoine et al. 1998; Ingo Drexler, Staib, e Sutter 2004; Caroline Staib et al. 2005). 
Ciononostante, si può assumere che l’effetto immunostimolante legato alla mancanza di inibitori 
immunologici possa in qualche modo agire in senso positivo, compensando tale svantaggio. È bene 
comunque tenere a mente che, trattandosi di un vettore virale, l’uso ripetuto di MVA nello stesso 
soggetto induce inesorabilmente una risposta immunitaria, determinando in ultima analisi una 
riduzione sensibile dell’efficacia vaccinale. Per tal motivo sono state messe a punto strategie vaccinali 
alternative, grazie alle quali è possibile incrementare la risposta contro i TG d’interesse pur limitando 
quella anti-vettore. Le più usate comprendono il prime con DNA seguito da un boost con MVA, o 
ancora un prime con MVA seguito da un boost con vettori virali scorrelati, ad esempio Fowlpox o 
Adenovirus, o viceversa. Considerati i risultati già citati in precedenza e ottenuti attraverso la 
delezione delle proteine A35 e C12L o l’introduzione di CD40L,  è auspicabile pensare che saranno 
presto identificati altri geni in grado, questa volta, di diminuire la risposta contro il vettore, 
consentendo un maggior numero di vaccinazioni con MVA. La risposta contro il vettore, comunque, 
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non interferisce in alcun modo con l’immunogenicità legata ai TG portati, come dimostrato in uno 
studio del 2004 (Z. Wang et al. 2004). 
 Prese insieme, tutte queste qualità rendono conto dell’efficacia in vivo di MVA come vettore 
per uso vaccinale in modelli animali, come ad esempio nei confronti di SIV (Hirsch et al. 1996; Hanke 
et al. 1999; Barouch et al. 2001), peste equina africana (Alberca et al. 2014; Calvo-Pinilla et al. 2014), 
malaria (Schneider et al. 1998), influenza (G Sutter, Wyatt, et al. 1994; Hessel et al. 2010; Hessel et al. 
2011; Mullarkey et al. 2013; Kamlangdee et al. 2014), parainfluenza (L S Wyatt et al. 1996), morbillo 
(Weidinger et al. 2001), Chikungunya Virus (van den Doel et al. 2014), HIV (Hallengärd et al. 2012) e 
finanche tumori (I Drexler et al. 1999; Rosales et al. 2000; Mulryan et al. 2002; Hodge et al. 2003; 
Espenschied et al. 2003; Ishizaki et al. 2010). Di particolare interesse è un recentissimo studio, nel 
quale MVA è stato impiegato in associazione con altri vettori per scatenare una risposta immunitaria 
duratura contro il virus dell’ebola (Stanley et al. 2014) 
La medesima sicurezza ed efficienza osservata negli animali è stata riscontrata anche 
nell’uomo, come dimostra il caso della vaccinazione antivaiolosa promossa in Germania agli inizi degli 
anni ’70 in soggetti a rischio per la vaccinazione tradizionale (Mayr, Hochstein-Mintzel, e Stickl 1975; 
Gerd Sutter e Staib 2003), o anche il più recente trial effettuato in soggetti con dermatite atopica 
(Sonnenburg et al. 2014). 
MVA deve la sua efficacia in qualità di vaccino alla capacità di esprimere ad alti livelli i TG da lui 
portati, poiché il blocco della replicazione, come già detto, avviene soltanto nella fase del packaging. 
I TG, dopo la traduzione, possono quindi essere processati dalla cellula ospite e presentati nel 
contesto di MHC Classe-I, attivando linfociti T CD8+ specifici, (ad esempio (Zhang et al. 2007; Krishnan 
et al. 2008)). In aggiunta a ciò, come mostrato da recenti evidenze sperimentali (Gasteiger et al. 
2007), processi quali il cross-priming (Albert, Sauter, e Bhardwaj 1998) potrebbero essere coinvolti, 
inducendo un ulteriore boost della risposta immunitaria cellulo-mediata. Da ultimo, compatibilmente 
con l’immunogenicità intrinseca dei TG espressi, anche il ramo umorale può essere attivato, 
scatenando in ultima analisi una potente risposta anticorpale, come nel caso degli antigeni influenzali 
HA e NP (G Sutter, Wyatt, et al. 1994; Ramírez et al. 2000; Florek et al. 2014). Premesso questo, è 
facile dedurre che l’impiego di MVA in qualità di vettore vaccinale nell’uomo possa essere 
estremamente eterogeneo in quanto a patologie compatibili col suo utilizzo (Gerd Sutter e Staib 
2003), come ad esempio SARS (Chen et al. 2005), malaria (Moorthy et al. 2003; Kimani et al. 2014; 
Bauza et al. 2014), HCV (Swadling et al. 2014; Di Bisceglie et al. 2014) e HIV (Cosma et al. 2003; Mwau 
et al. 2004; Currier et al. 2010; Keefer et al. 2011; Climent et al. 2014; Goepfert et al. 2014), in 
protocolli sia profilattici sia terapeutici. Risultati per il momento negativi sono invece stati ottenuti 
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con la tubercolosi (Tameris et al. 2013; Andersen e Woodworth 2014), benché le premesse fossero 
state incoraggianti (Xing et al. 2005). 
Anche in ambito tumorale MVA potrebbe dimostrarsi un fondamentale alleato come 
dimostrato dagli incoraggianti risultati in vitro ottenuti nei confronti del carcinoma naso-faringeo 
associato a EBV (Taylor et al. 2004). Studi clinici hanno inoltre dimostrato l’efficacia vaccinale del 
virus MVA esprimente l’antigene E2 di HPV (Gutierrez et al. 2002; Hui et al. 2013). Altri esempi di 
rMVA esprimenti antigeni associati ai tumori (TAA) sono presenti in letteratura. Un primo esempio è 
il virus MVA esprimente l’antigene MUC1 (TG4010), giunto in fase II con eccellenti risultati nei 
confronti dei tumori esprimenti MUC1 (Rochlitz et al. 2003; Acres 2007; Dreicer et al. 2009; Limacher 
e Quoix 2012). Un secondo esempio, sempre positivo, è il virus MVA-p53 (overesprimente p53), in 
grado di aumentare i linfociti CD8+ p53-specifici in tumori gastrointestinali refrattari (Song et al. 
2007; Song et al. 2011; Hardwick et al. 2014). Sono però anche presenti dati contrastanti: ad 
esempio, il virus esprimente l’antigene tumorale 5T4 (MVA-5T4, TroVAX), per il quale è presente una 
nutrita bibliografia (Harrop et al. 2007; Tykodi e Thompson 2008; Kaufman et al. 2009; Amato et al. 
2010; D. W. Kim et al. 2010; Amato e Stepankiw 2012; Said e Amato 2013; Amato et al. 2014) è 
giunto in fase III nonostante i risultati preclinici fossero controversi (D. W. Kim et al. 2010; Hanwell et 
al. 2013), e richiederà, quindi, ulteriori approfondimenti, soprattutto per quanto riguarda i pazienti in 
grado di beneficiarne. È bene sottolineare che molti di questi virus sono combinati con molecole 
adiuvanti che potenziano l’effetto vaccinale, come ad esempio citochine (Rochlitz et al. 2003) o 
molecole costimolatorie (Hodge et al. 2003). 
In conclusione, è possibile affermare che l’importanza di MVA in qualità di vaccino è ben 
supportata dalla letteratura presente e che numerosi trial di fase I, II e III coinvolgenti l’uso di tale 
vettore sono stati completati o sono al momento in corso. Ad esempio, in Belgio, a partire dal 1996, 
sei studi clinici hanno visto MVA impiegato come vettore vaccinale (B-GT/11, B-GT/12, B-GT22, B-
GT/24 e BGT/26, consultabili alla pagina http://www.biosafety.be/GT/Regulatory/Table_1.html) 
(Goossens et al. 2013); o ancora, l’Organizzazione Mondiale della Sanità ha dato inizio a 26 trial 
clinici, molti dei quali ancora in corso (reperibili alla pagina http://apps.who.int/trialsearch/ 
eseguendo una ricerca con le parole chiave “Modified Vaccinia Ankara”); negli Stati Uniti, infine, ben 
59 trial sono stati iniziati a partire dal 2003 e alcuni di essi sono stati di recente conclusi con risultati 
positivi (http://www.clinicaltrials.gov/ct2/results?term=modified+vaccinia+ankara). 
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MVA contenenti più transgeni 
I vaccini disponibili in commercio sono spesso costituiti da un insieme di antigeni, allo scopo di 
indurre una risposta multipla con un solo ciclo vaccinale: ad esempio, il vaccino trivalente MPR 
consente la vaccinazione contro morbillo, parotite e rosolia con un'unica formulazione; oppure, il 
vaccino anti-influenzale, contenendo al suo interno antigeni provenienti da diversi ceppi circolanti, è 
in grado di stimolare la risposta immunitaria in maniera più efficiente. 
Traslando questo concetto sui virus ricombinanti, MVA è sicuramente uno tra i più adatti per 
quanto riguarda la possibilità di allocare più TG considerando che, avendo perso più di 20kb, 
possiede una flessibilità genomica davvero notevole. Questo si rivela particolarmente utile in diversi 
casi. Ad esempio, qualora vi fosse la necessità di adiuvare la risposta immunitaria stimolata da un 
rMVA impiegando molecole specifiche (come nel caso di citochine o molecole costimolatorie), avere 
a disposizione un rMVA multiplo permetterebbe di semplificare il gene delivery e diminuire la dose 
virale utilizzata in maniera proporzionale ai TG veicolati, riducendo al contempo la risposta contro il 
vettore (Rochlitz et al. 2003; Hodge et al. 2003). Parimenti, qualora si volesse studiare l’effetto di una 
vaccinazione combinata con più antigeni contro lo stesso patogeno, ad esempio influenza, veicolare 
più TG usando un unico vettore avrebbe il medesimo impatto positivo sull’efficacia finale (Berthoud 
et al. 2011; Lillie et al. 2012; Powell et al. 2013; Mullarkey et al. 2013; Antrobus et al. 2013; Hessel et 
al. 2014). 
I metodi di ingegnerizzazione descritti in letteratura che permettono la costruzione di MVA 
contenenti più TG (mrMVA) sfruttano principalmente la possibilità di generare geni di fusione (Poon 
et al. 2009; Kolibab et al. 2010; Berthoud et al. 2011; Altenburg et al. 2014), eventualmente clivati in 
un secondo momento, oppure utilizzano promotori multipli all’interno dello stesso sito (Brevetto 
EP1916306A1). Queste strategie, benché funzionali, sottopongono il prodotto finale a limiti notevoli. 
In primo luogo, l’espressione di più proteine sottoforma di gene di fusione può ridurre o alterare la 
funzionalità delle singole unità, ad esempio interferendo col folding o causando problemi di 
ingombro sterico. In secondo luogo, la trascrizione di più geni contenuti nello stesso locus in tandem 
o in orientamento inverso non è indipendente e fenomeni di competizione ancora una volta per 
ingombro sterico o per ridotta efficienza di uno dei promotori, ad esempio, compromettono 
l’equimolarità dei trascritti. Nella maggior parte dei casi, questo non è un prerequisito per la 
funzionalità del vaccino. Risulta tuttavia fondamentale qualora i TG inseriti in MVA dovessero 
assemblarsi in precisi rapporti stechiometrici. La subunità in eccesso potrebbe infatti aggiungere 
ulteriore stress ad una cellula già sofferente a causa dell’infezione virale, ad esempio inducendo UPR 
o legandosi in maniera aspecifica ad altre proteine cellulari, riducendo in definitiva l’efficienza 
dell’intero sistema di espressione. 
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3. Il complesso maggiore di istocompatibilità di Classe-II 
Col termine “complesso maggiore di istocompatibilità” (MHC) si fa riferimento alle 
glicoproteine coinvolte nel processo di presentazione degli antigeni ai recettori TCR dei linfociti T. Dal 
momento che i TCR non sono in grado di riconoscere l’antigene libero ma hanno bisogno che venga 
rielaborato e presentato dalle proteine del MHC, è chiaro che queste ultime rivestono un ruolo 
centrale nell’induzione della risposta immunitaria acquisita (Pier, Lyczak, e Wetzler 2004; Robinson e 
Delvig 2002). 
I geni appartenenti al MHC sono altamente polimorfici e si trovano organizzati in un unico 
locus che, nell’uomo, è posizionato sul braccio corto del cromosoma 6 e si estende per circa 4Mb 
(Figura 9A). All’interno di questo locus sono presenti tre classi distinte di MHC, delle quali però solo 
due, Classe-I e Classe-II, sono coinvolte nella presentazione antigenica. Ognuna di queste due classi 
codifica per proteine funzionalmente correlate, rispettivamente HLA-A/B/C per la Classe-I e HLA-
DP/DQ/DR per la Classe-II. I geni appartenenti alla Classe-III codificano invece per proteine correlate 
con l’immunità innata (alcuni componenti del sistema del complemento, TNFα, TNFβ) o 
completamente scorrelate col sistema immunitario (in particolare, due Heat Shock Protein). 
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Figura 9. Organizzazione del locus MHC umano (A) e struttura eterodimerica delle proteine appartenenti alla 
Classe-II (B, sinistra) e Classe-I (B, destra). 
 
La Classe-I è espressa sulla superficie di tutte le cellule nucleate (non quindi i globuli rossi, ad 
esempio) e ha il compito di presentare gli antigeni citoplasmatici ai linfociti T CD8+: il riconoscimento 
di antigeni non-self scatena la risposta citotossica dei CD8+ che porta alla lisi delle cellule bersaglio. Le 
proteine appartenenti alla Classe-I sono costituite da un eterodimero formato da una grande catena 
di transmembrana (catena α) associata a una piccola proteina globulare (β2-microglobulina). La 
catena α è composta da tre domini, uno prossimale alla membrana e appartenente alla famiglia delle 
immunoglobuline (α3) e due distali (α2 e α1), questi ultimi formanti il solco antigenico in grado di 
accogliere i peptidi (8-10 a.a.) (Figura 9B). La derivazione di tali peptidi è normalmente 
intracitoplasmatica, legata all’attività costitutiva del proteasoma e a quella indotta da IFN-γ 
dell’immunoproteasoma. Il processo attraverso il quale gli antigeni vengono caricati nel solco della 
Classe-I è stato finemente studiato e coinvolge, oltre ai proteasomi, un complesso trasportatore dei 
peptidi (TAP) e diverse chaperonine reticolari (tapasina, calnexina, calreticulina), la cui funzione è 
quella di stabilizzare il complesso catena α/β2-microglobulina durante la traduzione, il folding e fino 
all’effettivo legame col peptide antigenico. Vi è l’evidenza di un ulteriore pathway, denominato 
cross-priming (Albert, Sauter, e Bhardwaj 1998), nel quale peptidi esogeni, fagocitati da cellule 
specializzate come ad esempio le cellule dendritiche (DC), vengono comunque ripresentati in Classe-
I. 
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Le proteine della Classe-II sono invece fisiologicamente espresse da un ristretto gruppo di 
cellule denominate cellule presentanti l’antigene (APC). Tra le APC, le DC e i linfociti B esprimono la 
Classe-II in maniera costitutiva, mentre i macrofagi richiedono l’attivazione da parte dell’antigene 
prima di acquisire il fenotipo Classe-II+. Eccezionalmente, anche fibroblasti, astrociti, cellule 
endoteliali e cellule epiteliali possono assumere un fenotipo Classe-II+ in seguito a forte stimolazione 
da parte di IFN-γ, e l’espressione può essere ulteriormente modulata da TGF-β, IFN-β, TNF, IL-1, IL-10 
o l’infezione da parte di vari patogeni (Reith, LeibundGut-Landmann, e Waldburger 2005). Le 
proteine della Classe-II mediano la presentazione di antigeni extracellulari ai linfociti T-helper CD4+, 
contribuendo all’attivazione del ramo umorale della risposta immunitaria e fornendo le basi per 
l’ADCC. Sono anch’esse costituite da un eterodimero che però, a differenza della Classe-I, è formato 
da due catene di peso simile (33KDa e 28KDa, rispettivamente catena α e β) (Figura 9B). La tasca di 
legame dell’antigene, che si forma all’interfaccia tra le due catene, risulta più grande e più aperta 
rispetto a quella della Classe-I e accoglie peptidi di dimensioni maggiori (almeno 13-18 a.a.). Il 
processo che porta al caricamento degli antigeni sulla Classe-II è schematizzato in Figura 10. Durante 
la traduzione delle catene α e β, la tasca di legame si lega a molecole dette catene invarianti (Ii) a 
formare un trimero che, in un secondo momento, si associa ulteriormente in nonameri, composti da 
tre catene α, tre catene β e tre catene Ii (punto 1). La funzione di Ii è triplice: guida il folding della 
Classe-II, previene l’associazione con altri peptidi presenti nel RE e destinati alla Classe-I e fornisce un 
segnale di localizzazione verso il percorso lisosoma-endosomale. Le vescicole contenenti i nonameri, 
superato il Golgi, giungono in prossimità degli endosomi, con i quali si fondono a formare le vescicole 
contenenti la classe II (MIIC). Nelle MIIC, le peptidasi lisosomali clivano le catene Ii, e corti peptidi 
rimangono nella tasca di legame dell’antigene (CLIP) (punto 2): il complesso αβCLIP è ora pronto per 
accogliere i peptidi antigenici derivanti dal comparto del fagolisosoma. Oltre al MHC di Classe-II, le 
MIIC contengono altre proteine, chiamate HLA-DM e HLA-DO (punto 3), deputate alla regolazione 
della rimozione di CLIP e dell’inserimento dei peptidi antigenici nella tasca di legame del dimero αβ 
(punti 4 e 5). È presente anche un’ulteriore proteina, HLA-DN, ma il suo ruolo è ancora poco chiaro. 
La presentazione in Classe-II è implicata in diversi processi, tra i quali la selezione timica 
(positiva e negativa) dei recettori TCR appartenenti ai linfociti CD4+ in fase di maturazione, 
l’omeostasi dei linfociti CD4+ maturi nella periferia, l’iniziazione e la regolazione della risposta 
umorale nei confronti di patogeni e tumori e, infine, il mantenimento della tolleranza verso il self, di 
fondamentale importanza per scongiurare l’insorgere di malattie autoimmuni (Reith, LeibundGut-
Landmann, e Waldburger 2005). La centralità del suo ruolo correla perfettamente con la complessa 
regolazione a cui la sua espressione è sottoposta. 
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Figura 10. Processo di caricamento degli antigeni nel contesto dell’MHC di Classe-II. Il nonamero formato da tre catene α, 
tre catene β e tre catene Ii (punto 1) viene veicolato attraverso ER e Golgi per raggiungere gli endosomi. Al loro interno,  le 
peptidasi lisosomali clivano le catene Ii, lasciando i corti peptidi CLIP nella tasca di legame dell’antigene (punto 2). Le 
vescicole contenenti la Classe-II (in questo caso, HLA-DR) possono a questo punto fondersi con i fagolisosomi ed entrare in 
contatto con gli antigeni. HLA-DM e HLA-DO regolano rispettivamente in modo positivo e negativo (punto 3) la rimozione di 
CLIP e il legame ai peptidi antigenici (PEP) (punto 4). Il complesso HLA-DR, caricato con l’antigene, può quindi essere inviato 
in membrana e HLA-DM riciclato per continuare a promuovere lo scambio CLIP-antigeni (punto 5). 
 
3.1 Regolazione trascrizionale del locus MHC Classe-II 
L’espressione delle proteine appartenenti alla Classe-II è finemente regolata a livello 
trascrizionale da un elemento piuttosto complesso situato 150-300bp a monte del sito di inizio della 
trascrizione. Tale elemento è costituito da un modulo SXY ben conservato tra i vertebrati, formato 
dai box S, X, X2 e Y organizzati in maniera ben precisa (Reith e Mach 2003; Jenny Pan-Yun Ting e 
Trowsdale 2002; Boss e Jensen 2002). Il modulo SXY è presente anche a monte dei geni codificanti 
per Ii, DM e DO, richiesti, come visto prima, per il corretto funzionamento delle molecole della 
Classe-II. Altri moduli SXY sono stati inoltre individuati lungo l’intero locus della Classe-II e nel primo 
introne di Ii, con probabile funzione di enhancer della trascrizione (Krawczyk et al. 2004). 
Curiosamente, sono stati identificati stretch nucleotidici simili al modulo SXY anche nei promotori per 
la Classe-I, ad indicare la probabile esistenza di meccanismi di cross-talk tra i due pathway (Reith e 
Mach 2003; Reith, LeibundGut-Landmann, e Waldburger 2005; Jenny Pan-Yun Ting e Trowsdale 
2002; Boss e Jensen 2002). 
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Il meccanismo attraverso il quale viene iniziata la trascrizione dei geni della Classe-II è guidato 
da quattro fattori transattivatori (CIITA, RFX5, RFXAP e RFXANK), scoperti studiando individui affetti 
da BLS (bare lymphocyte syndrome) di tipo II e linee cellulari con difetti di espressione della Classe-II 
(Klein et al. 1993; R S Accolla 1983; R S Accolla et al. 1986). RFX5, RFXAP e RFXANK, ubiquitari, 
formano il complesso eterotrimerico RFX che lega specificamente il box X del modulo SXY (Figura 11). 
In seguito al legame, RFX media l’ancoraggio ai box X2 e Y rispettivamente dei fattori di trascrizione 
CREB (Moreno et al. 1999) e NFY (Mantovani 1999). Per quanto riguarda il box S, saggi in vitro hanno 
dimostrato che potrebbe essere legato da RFX, ma i dati sono ancora scarsi (Annick Muhlethaler-
Mottet et al. 2004) e la sua funzione rimane pertanto sconosciuta. Il complesso multiproteico 
formato da RFX/CREB/NFY, conosciuto come MHC Class-II enhanceosome, funge da piattaforma  per 
il quarto transattivatore, CIITA, senza il quale la trascrizione non può essere iniziata (Boss e Jensen 
2002; Jenny Pan-Yun Ting e Trowsdale 2002; Masternak et al. 2000; Reith e Mach 2003). A differenza 
dei fattori costituenti l’”enanceosoma”, l’espressione di CIITA non è ubiquitaria ma finemente 
regolata da un complesso apparato trascrizionale, e la sua attività può essere ulteriormente 
modulata a livello post-traduzionale, seppur in maniera limitata (vedi Capitolo 4). CIITA, nella sua 
funzione in qualità di transattivatore, non lega direttamente il DNA ma adotta altri meccanismi: è in 
grado di reclutare i fattori di trascrizione TFIIB e TFIID (J D Fontes, Jiang, e Peterlin 1997; Mahanta et 
al. 1997) e di interagire con P-TEFb (Kanazawa, Okamoto, e Peterlin 2000), induce la fosforilazione 
della RNA polimerasi II (Spilianakis et al. 2003) e richiama molteplici fattori di rimodellamento della 
cromatina (Mudhasani e Fontes 2002; Mudhasani e Fontes 2005; Zika e Ting 2005; Wright e Ting 
2006), agendo inoltre esso stesso da HAT (A Raval et al. 2001). È stato infine recentemente proposto 
che l’attività di CIITA potrebbe anche dipendere dalla capacità di omodimerizzare (Devaiah e Singer 
2013). Rivestendo un ruolo centrale nella regolazione dell’espressione della Classe-II, CIITA ne è 
considerato a tutti gli effetti il master control regulator e verrà pertanto ulteriormente approfondito. 
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Figura 11. Riassunto della transattivazione del locus MHC di Classe-II. Il complesso RFX 
recluta CREB e NFY a formare l’enanceosoma. Quest’ultimo funge a sua volta da 
piattaforma per CIITA, il quale recluta fattori di iniziazione e fattori rimodellanti della 
cromatina, dando inizio all’espressione dei geni presenti a valle del promotore.  
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4. CIITA, il master control regulator della Classe-II 
Il gene CIITA umano (detto anche C2TA o MHC2TA) è stato scoperto nel 1993 attraverso saggi 
di complementazione in cellule RJ2.2.5, negative per Classe-II (Steimle et al. 1993). Posizionato in 
16p13, codifica, come visto prima, per il transattivatore del complesso maggiore di istocompatibilità 
di Classe II. L’omologia di sequenza con l’ortologo murino è circa del 70%, pertanto il gene CIITA 
umano è in grado di transattivare i geni contenuti nel locus della Classe-II dei topi, come confermato 
da dati di letteratura (Mortara et al. 2006). 
 
4.1 Controllo dell’espressione genica e struttura di CIITA 
La regolazione dell’espressione di CIITA avviene in gran parte a livello trascrizionale, sebbene 
esistano ulteriori meccanismi post-trascrizionali e post-traduzionali che regolano la stabilità e 
funzionalità rispettivamente dell’mRNA e della proteina (De Lerma Barbaro et al. 2005; Wu et al. 
2009). La trascrizione di CIITA è affidata a una regione che contiene quattro diversi promotori (Figura 
12) (A Muhlethaler-Mottet et al. 1997). Tre di questi, pI, pIII e pIV, sono conservati nel topo e sono 
stati oggetto di numerosi studi che ne hanno chiarito il funzionamento. pII è invece presente 
unicamente nella porzione regolatoria umana e, per questo motivo, non sono presenti dati 
sufficienti. pI, pIII e pIV sono seguiti da un esone 1 alternativo promotore-specifico (in arancione) che 
viene unito per splicing alla restante porzione comune di 18 esoni (verde), originando almeno tre 
diversi trascritti. In Ensemble sono riportate in totale 16 varianti di splicing relative unicamente 
all’isoforma trascritta da pIII (Figura 13), pertanto è lecito supporre che ancora molto resti da 
scoprire. Negli esoni alternativi a valle di pI e pIII sono presenti due codoni AUG che codificano per 
porzioni N-terminali specifiche: questo rende conto delle due isoforme di CIITA più lunghe, 
rispettivamente di 132KDa (pI) e 124KDa (pIII). Inoltre, all’interno dell’esone 2, è presente un 
ulteriore codone di inizio della traduzione, comune quindi a tutti i trascritti, che dà origine ad una 
terza isoforma, la più corta, di 121KDa. Ognuna di esse è in grado di legare l’enanceosoma e di 
transattivare i geni contenuti nel locus della Classe-II, benché l’isoforma prodotta da pI risulti più 
efficiente (Nickerson et al. 2001). 
La struttura di CIITA è abbastanza complessa e contiene una serie di domini regolatori che, nel 
loro insieme, permettono di inserire CIITA nella famiglia CATERPILLER (Caspase-recruitment domain 
(CARD), transcription enhancer, R (purine)-binding, pyrin, lots of LRRs) (Jenny P-Y Ting e Davis 2005), 
alla quale appartengono molte proteine implicate in immunità e apoptosi e le cui forme mutate sono 
alla base di alcuni disordini immunitari o infiammatori (ad esempio NOD1/2, CIAS1 – noto come 
criopirina – e CIITA) (Reith, LeibundGut-Landmann, e Waldburger 2005). All’interno di CIITA è 
Introduzione – Parte II 
 
26 
 
possibile individuare un dominio di attivazione (AD), in grado di legare fattori di trascrizione e la 
proteina legante CREB (CBP); un dominio acetiltransferasico (AT); una serie di domini ricchi in prolina, 
serina e treonina (PST); un dominio legante il GTP (GBD) e una porzione terminale ricca in leucina 
(LRR), fondamentali per il legame con l’enanceosoma (Harton e Ting 2000), il retrotrasporto nel 
nucleo (Aparna Raval et al. 2003), la dimerizzazione (Schnappauf et al. 2003) e la regolazione 
dell’attività transattivatoria (Linhoff et al. 2001; Chin, Li, e Ting 1997; S B Hake et al. 2000); una serie 
di segnali di localizzazione nucleari (NLS), che lavorando a stretto contatto col GBD controllano la 
corretta localizzazione di CIITA; infine, un dominio coinvolto nella degradazione della proteina 
attraverso ubiquitinilazione (Schnappauf et al. 2003). A questi, e unicamente per quanto riguarda la 
proteina espressa da pI, si aggiunge un ulteriore dominio CARD all’N-terminale, responsabile molto 
probabilmente della maggiore attività transattivatoria espletata dall’isoforma di 132KDa (Nickerson 
et al. 2001). 
 
Figura 12.Struttura della regione regolatoria di CIITA contenente i quattro promotori, analisi dei trascritti principali e 
illustrazione dei domini proteici. I trascritti derivanti da pI, pIII e pIV codificano per tre isoforme da 132KDa, 124KDa e 131 
KDa che si differenziano unicamente per la porzione N-terminale. La regione comune contiene uno stretch acidico (DE), tre 
segmenti ricchi in prolina, serina e treonina (PST), un dominio centrale di legame al GTP, una serie di ripetizioni ricche in 
leucina (LRR) e almeno tre segnali di localizzazione nucleare (NLS1-3). L’N-terminale svolge un ruolo chiave nell’attivazione 
della trascrizione essendo in grado di legare fattori di trascrizione e regolatori (dominio di attivazione). La porzione centrale 
e il C-terminale sono invece implicati nell’omodimerizzazione e nel riconoscimento dell’enanceosoma. L’isoforma prodotta 
da pI contiene un dominio addizionale, CARD, probabilmente responsabile della sua maggiore efficacia in qualità d 
transattivatore. 
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Figura 13. Rappresentazione schematica delle 16 varianti di splicing del gene CIITA derivanti dall’attività del 
promotore pIII. Il trascritto principale, CIITA-001, possiede una regione 3’UTR particolarmente estesa e codifica per 
l’isoforma 2 (1130 a.a. NM_000246, NP_000237). 
 
La presenza di quattro diversi promotori suggerisce che l’attività di ognuno di essi potrebbe 
essere associata a un diverso lineage cellulare. Esperimenti preliminari mostrano in effetti che pI è 
maggiormente utilizzato nelle DC, pIII è attivo unicamente nelle cellule B e pIV è sensibile al IFN-γ (A 
Muhlethaler-Mottet et al. 1997; A Muhlethaler-Mottet et al. 1998). Attraverso una lunga serie di 
studi in vitro e in vivo su modelli murini recanti specifiche delezioni nei promotori, questo quadro 
piuttosto semplice è stato ulteriormente indagato e rifinito (Reith, LeibundGut-Landmann, e 
Waldburger 2005). 
I risultati mostrano che il promotore pIV (Figura 14A) è necessario per l’espressione di CIITA 
nelle cellule non ematopoietiche, mentre nei macrofagi non riveste un ruolo fondamentale. Per un 
corretto funzionamento, inoltre, il pIV richiede l’intervento di proteine coinvolte nel rimodellamento 
della cromatina (come ad esempio BRG1), ed è stato scoperto che il legame di STAT1, mediatore 
della trasduzione del segnale proveniente dal legame di IFN-γ col suo recettore, è sufficiente per 
indurre l’acetilazione locale degli istoni (Wright e Ting 2006). 
Per quanto riguarda pIII (Figura 14B), l’iniziale osservazione del suo coinvolgimento 
nell’induzione di CIITA nei linfociti B è stata confermata. Curiosamente, pIII è anche implicato nella 
trascrizione di CIITA all’interno delle DC plasmacitoidi (pDC), a differenza delle DC convenzionali che 
utilizzano pI: questo potrebbe essere spiegato dall’evidenza che le pDC sembrano più vicine alle 
cellule di derivazione linfoide e, pertanto, potrebbero sfruttare meccanismi di attivazione analoghi a 
quelli linfocitari piuttosto che quelli mieloidi. Ci potrebbero essere tuttavia delle discrepanze specie-
specifiche, poiché il promotore pIII umano è dotato di un enhancer responsivo all’IFN-γ, assente 
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invece nel topo. Da ultimo, anche la regolazione epigenetica potrebbe avere un ruolo nell’attivazione 
del pIII, benché i dati siano ancora non sufficienti (Wright e Ting 2006). 
Riguardo al promotore pI, invece, i dati sono ancora carenti: come detto sopra, è risaputo 
essere responsabile dell’espressione di CIITA all’interno di tutte le DC convenzionali (ma non le pDC) 
e non sembra dipendere dall’IFN-γ, benché l’effettivo meccanismo molecolare non sia stato ancora 
chiarito. 
 
 
Figura 14. Meccanismo di funzionamento dei promotori pIV (A) e pIII (B). A) Il promotore pIV viene attivato in risposta al 
legame dell’IFN-γ col suo recettore. In seguito ad attivazione delle JAK1/2, STAT1 viene fosforilato, dimerizza e trasloca nel 
nucleo, dove promuove l’espressione di IRF1. STAT1 viene in seguito reclutato da USF1, con quale si lega al box GAS/E 
presente nel promotore pIV di CIITA. IRF1, a sua volta, dimerizza con IRF2 e lega il box IRF-E. I quattro fattori possono quindi 
reclutare i fattori di iniziazione e promuovere la trascrizione di CIITA. Sono inoltre coinvolti vari complessi rimodellatori 
della cromatina, i quali agiscono in senso sia positivo sia negativo sulla trascrizione di CIITA. B) La trascrizione promossa da 
pIII è regolata da un numero maggiore di fattori: CREB, legante il box ARE2; AML2 (linfociti B/T) e AML3 (linfociti T), leganti 
ARE1;  E47, legante il box E; PU.1/IRF4, il cui dimero riconosce il box composito ETS-IRSE. Sono stati identificati altri due box, 
il sito A e il sito B, potenzialmente legati da OCT e NF1 rispettivamente. Il silenziamento epigenetico di pIII nei linfociti B è 
affidato a BLIMP1 (PRDI-BF1), il quale forma un complesso con il co-repressore Groucho, le HDAC1/2 e la HMT G9a, 
specifica per la lisina 9 dell’istone H3. Il controllo epigenetico di pIII Potrebbe comunque coinvolgere altre HMT o HAT. 
Nell’uomo, ma non nel topo, è inoltre presente un box GAS sensibile all’IFN-γ a circa 5kb dal promotore.  
 
4.2 L’attività transattivatoria di CIITA 
Una volta completata la traduzione, CIITA deve poter retrotraslocare nel nucleo per assolvere 
al suo compito di transattivatore. I meccanismi alla base di tale processo sono stati studiati a fondo e 
sono stati individuati tre diversi NLS coinvolti nella localizzazione di CIITA unitamente al dominio GBD 
(Cressman et al. 2001; Bewry et al. 2007). Delezioni o mutazioni in queste regioni interferiscono con 
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la rilocalizzazione di CIITA all’interno del nucleo, di fatto generando un fenotipo analogo a quello 
della BLS  di tipo II (Cressman et al. 1999). 
Una volta nel nucleo, come visto sopra, CIITA è in grado di promuovere l’espressione dei geni 
presenti nel locus della Classe-II, classici e non classici (Sandra B Hake et al. 2003). Sono stati proposti 
due diversi modelli. Nel primo, più tradizionale, CIITA riconosce e lega l’enanceosoma costituito da 
RFX/CREB/NFY attraverso la porzione C-terminale e recluta i fattori di iniziazione e i complessi 
rimodellatori della cromatina attraverso il dominio AD all’N-terminale. Più recentemente, in accordo 
con l’evidenza che CIITA è in grado di dimerizzare, è stata proposta una alternativa nella quale una 
copia di CIITA, in seguito al riconoscimento dell’enanceosoma, ne recluta una seconda già 
complessata con i fattori di iniziazione. Dopo la dimerizzazione, questa seconda copia va incontro ad 
autofosforilazione, promuovendo l’inizio della trascrizione (Devaiah e Singer 2013). 
Accanto al locus della Classe-II, CIITA sembra implicato nella regolazione trascrizionale, positiva 
o negativa, anche di altri geni (LeibundGut-Landmann et al. 2004), tra i quali la Classe-I (Martin et al. 
1997; Sims et al. 2002), IL4 (T. Gourley et al. 1999; Sisk et al. 2000) e FASL (T S Gourley e Chang 2001; 
Tania S Gourley et al. 2002). 
 
4.3 Implicazione di CIITA nella patologie 
Al fine di inibire la risposta immunitaria indotta dalla presentazione degli antigeni nel contesto 
del MHC di Classe-II, numerosi patogeni hanno messo a punto strategie, più o meno chiarite, che 
interferiscono con l’espressione o la funzione di CIITA (LeibundGut-Landmann et al. 2004; Reith, 
LeibundGut-Landmann, e Waldburger 2005). Per citare alcuni esempi, è stato scoperto che la 
proteina Tat di HIV compete con CIITA nel legame con la ciclina T1, un componente di P-TEFb 
(Kanazawa, Okamoto, e Peterlin 2000; H. Okamoto et al. 2000). O ancora, una lipoproteina da 19KDa 
prodotta dal micobatterio della tubercolosi si è rivelata in grado di inibire l’espressione IFN-γ-
dipendente di IRF1, bloccando pertanto la trascrizione di CIITA mediata dal pIV (Figura 14A) (Pai et al. 
2003). Allo stesso modo, anche il virus della Varicella Zoster inibisce la trascrizione di IRF1, bloccando 
però l’espressione di STAT-1α e JAK (Abendroth et al. 2000). Per contro, alcune evidenze mostrano 
che CIITA è in grado a sua volta di interferire con l’attività di alcune proteine derivanti dai patogeni (R 
S Accolla et al. 2001), come ad esempio il transattivatore Tat di HIV (Roberto S Accolla et al. 2002) e 
l’attivatore trascrizionale Tax-2 di  HTLV-2 (Casoli et al. 2003). 
Considerato il ruolo del promotore pIV nell’induzione del fenotipo Classe-II+ in cellule non 
ematopoietiche, CIITA potrebbe anche essere implicato nell’insorgenza di svariati disordini 
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immunologici , tra i quali le patologie autoimmuni o il rigetto che si verifica nei trapianti allogenici: 
sulla superficie degli epiteli e del parenchima degli organi colpiti da tali patologie, infatti, si riscontra 
spesso la presenza della Classe-II (Guardiola e Maffei 1993). A tal proposito, è anche presente un 
modello murino di glomerulonefrite, nel quale il decorso della malattia correla e dipende 
dall’espressione della Classe-II sulle cellule del parenchima renale (S. Li et al. 1998). 
 
4.3.1 CIITA e i tumori 
Le molecole appartenenti al MHC ricoprono un ruolo cruciale nella risposta contro gli agenti 
infettivi e i patogeni, ma la loro utilità non si limita a ciò. Essendo implicate nella presentazione dei 
TAA, infatti, rappresentano anche una delle strategie di sorveglianza messe a punto dal sistema 
immunitario per identificare ed eliminare le cellule neoplastiche e pre-neoplastiche (Foss 2002; 
García-Lora et al. 2003). Detto questo, risulta logico che la downregolazione, anche parziale, 
dell’MHC sia un tratto comune a molti tumori, poiché permette loro di ridurre la “visibilità” al 
sistema immunitario. I linfociti T CD8+ costituiscono i primi effettori della risposta antitumorale, 
effettuando la lisi delle cellule presentanti antigeni non-self o TAA nel contesto della Classe-I (R. 
Wang et al. 2002). Per tale motivo, quest’ultima è certamente il bersaglio preferenzialmente 
downregolato da parte di molti tumori maligni. 
L’acquisizione della totale immunità a lungo termine, tuttavia, necessita dell’attività helper dei 
linfociti T CD4+ sia durante il priming sia nella successiva fase effettrice (Quezada e Peggs 2011): 
anche la perdita della Classe-II, quindi, è un evento ricorrente, soprattutto per quanto riguarda i 
tumori ematopoietici (Drénou et al. 2002; Momburg et al. 1987; van den Elsen et al. 2003). A titolo 
d’esempio, è risaputo che la perdita della Classe-II è un marker prognostico negativo per il linfoma 
diffuso a grandi cellule B (DLBCL) (Rimsza et al. 2005). L’incapacità di esprimere la Classe-II in risposta 
all’IFN-γ è inoltre spesso associata anche a tumori di origine non ematopoietica, sebbene i dati siano 
ancora contrastanti (Yazawa et al. 1999; Magner et al. 2000; Naves et al. 2002; van den Elsen et al. 
2003; Croce et al. 2003). Il meccanismo attraverso il quale i tumori perdono la capacità, costitutiva o 
inducibile, di esprimere la Classe-II è legato al silenziamento epigenetico del gene CIITA. In molti 
tumori, tra i quali leucemie, linfomi, teratocarcinoma, neuroblastoma e tumore polmonare a piccole 
cellule, le regioni regolatorie corrispondenti ai promotori pIII e pIV risultano infatti ipermetilate (van 
der Stoep et al. 2002; S. P. Murphy et al. 2002; van den Elsen et al. 2003; Croce et al. 2003; Holling et 
al. 2003) e pertanto irresponsive all’IFN-γ. In alcune linee di carcinoma a cellule squamose, invece, il 
silenziamento di CIITA è stato associato a deacetilazione degli istoni (Kanaseki et al. 2003). 
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In controtendenza rispetto a quanto detto sopra, esistono anche tumori che overesprimono la 
Classe-II. Alcuni gliomi e melanomi, ad esempio, acquisiscono un fenotipo fortemente Classe-II+ 
attraverso l’attivazione costitutiva di pIV (Goodwin et al. 2001) o di pIII (Deffrennes et al. 2001; 
Takamura et al. 2004). Anche i mielomi tendono ad attivare in maniera costitutiva il promotore pIV di 
CIITA (Morimoto et al. 2004), evadendo l’immunosorveglianza attraverso l’induzione dell’anergia nei 
linfociti T causata dalla mancata co-stimolazione (Cook e Campbell 1999; Crespo et al. 2013). 
 
4.4 Strategie terapeutiche basate sull’uso di CIITA  
La comprensione dei meccanismi di regolazione della Classe-II, del suo transattivatore CIITA e 
degli eventi che stanno alla base della risposta helper rappresenta un campo d’indagine molto 
promettente per l’individuazione di nuove strategie immunoterapeutiche (Reith, LeibundGut-
Landmann, e Waldburger 2005; Thibodeau, Bourgeois-Daigneault, e Lapointe 2012). Nei casi in cui 
l’upregolazione della Classe-II risulti dannosa, ad esempio nelle malattie autoimmuni, l’inibizione 
dell’espressione di CIITA potrebbe infatti rivelarsi una strategia vincente. Al contrario, 
l’overespressione di CIITA potrebbe essere indotta per migliorare l’immunogenicità di quei tumori o, 
in generale, di quei patogeni che sfruttano la downregolazione della Classe-II per impedire lo 
sviluppo di una corretta risposta immunitaria.  
Nella letteratura sono riportati una serie di studi nei quali cellule tumorali, rese positive per la 
Classe-II attraverso l’overespressione di CIITA, sono state impiegate in protocolli vaccinali per 
saggiare l’induzione della risposta antitumorale. Studi condotti su un modello di carcinoma 
mammario murino (TSA) hanno dimostrato che l’overespressione della Classe-II è estremamente 
efficace nell’aumentare l’immunogenicità e favorire il completo rigetto del tumore, inducendo 
peraltro una risposta tumore-specifica (Meazza et al. 2003; Mortara et al. 2006; Frangione et al. 
2010). L’ulteriore combinazione di tale strategia con il silenziamento della catena invariante Ii si è 
mostrata altrettanto efficiente nell’indurre una risposta tumore-specifica in protocolli di 
vaccinazione/challenge con cellule SaI o RM9 (Qiu et al. 1999; Y. Wang et al. 2005). Inoltre, è stato 
osservato che l’iniezione intratumorale di plasmidi o Adenovirus esprimenti CIITA e l’RNA antisenso 
per Ii è in grado di rallentare la crescita di tumori originati da cellule Renca o ML38, riducendone la 
massa finale (Lu et al. 2003; G G Hillman et al. 2003), sebbene il meccanismo molecolare non sia 
stato sufficientemente chiarito (Gilda G Hillman et al. 2004; Dissanayake et al. 2005). 
Sebbene i dati finora presentati siano promettenti, è bene ricordare che esistono anche 
evidenze sperimentali negative. Ad esempio, in un lavoro condotto su carcinoma polmonare (Line1), 
nel quale  linee stabili esprimenti CIITA, CD86 o entrambi i TG sono state generate impiegando vettori 
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retrovirali, l’overespressione di CIITA ha favorito la crescita tumorale in vivo, per di più sinergizzando 
in maniera negativa con CD86 quando coespresso (Martin, Frelinger, e Ting 1999). La presenza di 
tumori che non rispondono all’immunoterapia basata su CIITA non è tuttavia un fenomeno inatteso, 
bensì correla con l’osservazione che alcune neoplasie traggono beneficio dall’espressione della 
Classe-II, come i mielomi (Cook e Campbell 1999), sfruttando altri meccanismi di difesa dalla risposta 
immunitaria. Oltre alla già citata induzione dell’anergia, la mancata co-stimolazione induce anche lo 
sviluppo di cellule T-regolatorie (Corthay 2009; Broere et al. 2011), responsabili del mantenimento 
della tolleranza periferica, della modulazione della risposta immunitaria e della prevenzione nei 
confronti di patologie autoimmuni. A conferma di ciò, evidenze cliniche mostrano che la presenza di 
un infiltrato T-regolatorio nel microambiente tumorale correla con una prognosi negativa (Wolf et al. 
2005; Dranoff 2005). 
In conclusione, l’identificazione dei tumori nei quali l’overespressione della Classe-II CIITA-
indotta correla con un miglioramento del quadro patologico potrebbe rivelarsi un’enorme progresso 
e fornire uno strumento estremamente efficace nella stimolazione di una risposta tumore-specifica. 
Tali risposte immunologiche, inoltre, potrebbero essere ulteriormente adiuvate dall’espressione di 
molecole costimolatorie (ad esempio, CD80/86) o dalla co-somministrazione di citochine (Armstrong 
et al. 1998; Y. Wang et al. 2005). Tuttavia, dal momento che la variabilità è ampia, l’efficacia di questi 
approcci profilattici o terapeutici va saggiata caso per caso: l’utilizzo di una adeguata strategia di 
gene delivery permetterebbe quindi di ridurre drasticamente i tempi sperimentali. La trasfezione con 
agenti chimici (PEI e lipofectamine, ad esempio) o metodi fisici (elettroporazione) è sicuramente il 
metodo più semplice, sebbene la modesta efficienza rappresenti un limite non indifferente (T. K. Kim 
e Eberwine 2010). Per ovviare a ciò, è possibile utilizzare sistemi che permettano la generazione di 
linee stabili, ad esempio introducendo geni per la resistenza agli antibiotici o impiegando vettori 
retrovirali. Alternativamente, considerando che l’infezione con vettori Poxvirali attenuati è un 
metodo estremamente efficiente, riproducibile e sicuro per indurre l’overespressione transiente del 
TG di interesse, si potrebbe introdurre l’uso di vettori MVA ingegnerizzati ad hoc. 
 
  
Scopo del lavoro 
 
 
 
 
 
 
 
 
Le principali caratteristiche di MVA, ossia l’incapacità di replicare in cellule di mammifero e 
l’espressione ad alti livelli dei TG veicolati, lo hanno reso un eccellente candidato in qualità di vettore 
sia d’espressione sia vaccinale. L’interesse che questo virus ha suscitato in ambito scientifico e 
medico ha certamente fornito una notevole spinta all’ideazione di nuove strategie volte alla sua 
manipolazione ed ingegnerizzazione: il filo conduttore di questo lavoro di tesi, suddivisa in due parti, 
si inserisce all’interno di quest’ultimo ambito di ricerca, nel tentativo di rendere MVA un vettore 
sempre più duttile, potente e versatile nell’ambito della ricerca sia di base sia clinica.  
Un metodo estremamente intuitivo per migliorare l’efficienza di un vettore di espressione 
consiste nella possibilità di introdurre diversi TG al suo interno. Sebbene per altri vettori questo 
possa rappresentare un limite, MVA si rivela più che adatto poiché, avendo perso più di 20kb, 
possiede una flessibilità genomica notevole. Metodi per la generazione di virus MVA esprimenti 
diversi TG (mrMVA) sono già descritti in letteratura, ma non si sono dimostrati completamente 
soddisfacenti, soprattutto per quanto concerne l’indipendenza trascrizionale e traduzionale dei TG. Il 
primo scopo di questo lavoro di tesi è quindi quello di fornire ulteriori strumenti per 
l’ingegnerizzazione dei vettori Poxvirali MVA esprimenti più TG, contribuendo ad aumentarne la 
versatilità. 
Nel campo dell’immunoterapia, l’overespressione della Classe-II sulle cellule tumorali ha 
prodotto interessanti, seppur eterogenei, risultati per quanto riguarda l’induzione di una risposta 
antitumorale specifica. Il pathway di espressione della Classe-II è stato finemente studiato ed è stato 
chiarito il ruolo centrale di CIITA in qualità di master control regulator della sua trascrizione: grazie 
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al’overespressione del solo CIITA, infatti, è possibile indurre un fenotipo Classe-II+ in cellule 
normalmente negative. La possibilità di veicolare CIITA all’interno di cellule tumorali in maniera 
semplice, efficiente e sicura potrebbe pertanto dimostrarsi una strategia vaccinale o terapeutica 
estremamente promettente, benché richieda l’identificazione preventiva dei tumori in grado di 
rispondere positivamente a tale trattamento. Considerando che i metodi di gene delivery finora 
impiegati risultano poco efficienti o dispendiosi in termini di tempo, l’utilizzo di MVA in qualità di 
vettore potrebbe apportare un significativo contributo verso lo sviluppo di immunoterapie 
antitumorali basate sull’overespressione di Classe-II. La seconda linea d’indagine di questa tesi 
consiste pertanto nel saggiare la capacità di un rMVA esprimente CIITA di transattivare i geni 
contenuti nel locus della Classe-II di cellule tumorali umane e murine, aprendo le porte ad un utilizzo 
alternativo di questo vettore Poxvirale. 
 
  
Materiali e metodi 
 
 
 
 
 
 
 
 
1. Colture cellulari 
Per la produzione dei virus ricombinanti sono state impiegate cellule primarie di pollo (CEF, 
Chicken Embryo Fybroblasts). Le cellule CEF vengono isolate da embrioni di pollo di 10/11 giorni 
(Charles River, certificazione SPF), coltivate per 1 passaggio in terreno sintetico VP-SFM (Life 
Technologies) addizionato con glutammina 4mM (GIBCO, Invitrogen) e 1% di Pen/Strep (GIBCO, 
Invitrogen) e infine conservate a -80°C utilizzando 10% DMSO in qualità di criopreservante. 
All’occorrenza, le CEF vengono scongelate e tenute in coltura nel medesimo terreno descritto in 
precedenza (serum free, SF-CEF) per un numero limitato di passaggi. 
La titolazione degli stock di MVA è stata effettuata utilizzando la linea cellulare di criceto BHK-
21, coltivata in terreno RPMI-1640 (GIBCO, Invitrogen) addizionato con 10% FBS e 1% Pen/Strep. 
Durante la titolazione, la percentuale di siero viene dimezzata per rallentare la crescita delle cellule e 
rendere più evidente l’effetto citopatico derivato dall’infezione con MVA. 
La caratterizzazione degli stock è stata eseguita su diverse tipologie cellulari: (i) cellule SF-CEF 
o, in alternativa, CEF coltivate in terreno DMEM con aggiunta di 5% FBS, 1% Chicken Serum e 1% 
Pen/Strep (serum, S-CEF); (ii) cellule umane di derivazione renale HEK-293T, coltivate in DMEM 
completo (10% FBS + 1% Pen/Strep); (iii) cellule murine di tumore mammario TSA, coltivate in DMEM 
completo (ottenute dal prof. Roberto Accolla, UnInsubria, Varese). In qualità di controlli, sono state 
impiegate le linee cellulari umane linfoblastoidi RAJI (coltivate in terreno RPMI-1640 completo) e 
771.221 CW4+ (coltivate in terreno RPMI-1640 completo addizionato con G418 300ug/mL e 
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Igromicina 150ug/mL), nonché cellule murine di tumore mammario trasdotte con fCIITA (TSA pLXIN-
fCIITA, ottenute dal prof. Roberto Accolla, UnInsubria, Varese), coltivate in DMEM completo. 
Le infezioni con virus MVA alla moi desiderata sono effettuate nei relativi terreni in assenza di 
siero per 2h. Successivamente, dopo 2 lavaggi con terreno vuoto, si aggiunge terreno completo. 
La trasfezione di cellule SF-CEF e S-CEF viene effettuata con 10ug di plasmide in OptiMem 
usando Lipofectamine® 2000 (Invitrogen), come riportato sul manuale d’uso. Dopo 2 lavaggi con 
terreno vuoto per rimuovere il siero, se presente, e le cellule morte, le CEF vengono trasfettate per 
6h a 37°C. Dopo 2 lavaggi con terreno vuoto per rimuovere la lipofectamina, si aggiunge terreno 
completo (VP-SFM addizionato di glutammina e antibiotici o DMEM addizionato con 5% FBS, 1% CS e 
1% Pen/Strep) e si ripone nell’incubatore 
La trasfezione di cellule HEK293T o TSA viene effettuata in DMEM completo utilizzando PEI 
(2.58ug/mL in NaCl 150mM), 1ul PEI/ug plasmide. Dopo 2 lavaggi con terreno completo, le cellule 
vengono trasfettate 6h-O.N. a 37°C con una quantità adatta di plasmide (piastre da 6 pozzetti: 2-
3ug/pozzetto; piastre da 12 pozzetti: 1-2ug/pozzetto). Dopo la trasfezione, si effettuano 2 lavaggi per 
rimuovere il PEI e si aggiunge terreno completo, riponendo le piastre nell’incubatore. 
Tutte le cellule sono state coltivate in incubatori a 37°C, 5% CO2. 
 
2. Produzione di virus MVA ricombinanti 
La tecnica di produzione dei virus MVA ricombinanti impiegata in questo lavoro di tesi si basa 
sul Red-to-Green gene swapping (Di Lullo et al. 2010) e sfrutta la ricombinazione omologa tra il DNA 
virale e una cassetta contenuta all’interno di plasmidi di trasferimento specifici. Le regioni di 
omologia (flanking region) contenute all’interno di tali plasmidi guidano la ricombinazione e 
permettono lo scambio di DNA tra le due molecole. Il processo di produzione dei virus, schematizzato 
in Figura 15, prevede: 1. Inserimento del gene codificante per HcRED all’interno della regione 
designata per la ricombinazione, mediato dai plasmidi di trasferimento p75 o p675; sorting delle 
cellule rosse; caratterizzazione dei virus esprimenti HcRED; clonaggio per diluizione terminale e 
produzione dello stock; 2. Scambio della proteina HcRED con la cassetta esprimente EGFP e il TG 
scelto, mediato dai plasmidi di trasferimento p94-TG o p604-TG; sorting delle cellule verdi; 
caratterizzazione dei cloni esprimenti EGFP; 3. Sorting delle cellule prive di fluorescenza, 
potenzialmente infettate dai virus che, in seguito a ricombinazione intragenomica tra le regioni Z, 
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han perso la fluorescenza ma sono positivi per il TG; clonaggio dei virus privi di marker fluorescente; 
4. Espansione, purificazione, titolazione e ulteriore caratterizzazione dello stock virale. 
 
 
Figura 15. Riassunto del processo di produzione di virus ricombinati MVA utilizzando la strategia del Red-to-Green gene 
swapping. 
 
2.1 Generazione dei plasmidi di trasferimento 
I plasmidi utilizzati e costruiti in questo lavoro di tesi sono riportati in Tabella 2. 
 
2.1.1 p94-HLAC e p94-fCIITA 
I plasmidi di trasferimento p94-HLAC e p94-fCIITA, contenenti i geni HLAC e fCIITA sotto 
promotore virale P7.5 tra le regioni di omologia fiancheggianti ΔIII, sono stati costruiti usando il 
plasmide p94 come backbone e clonando al suo interno i frammenti prelevati da pHLAC e pcDNA3.1-
fCIITA. 
Per quanto riguarda la costruzione di p94-HLAC, 10ug di p94 (vettore) e pHLAC (inserto) sono 
stati digeriti con gli enzimi BamHI e AscI (NEB) per 3h a 37°C e il vettore è stato ulteriormente 
defosforilato per 1h (CIP, NEB). Dopo corsa elettroforetica, i frammenti di interesse sono stati 
purificati da gel  usando il kit “Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System” (Promega) e ligati tra loro  
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Plasmide 
Nome 
alternativo 
Regioni di 
omologia 
Inserto Origine 
p75 pIII-sP-Red ΔIII sP-HcRED (Di Lullo et al. 2009) 
p94 TPG ΔIII Z, sP-EGFP, Z, P7.5-MCS (Di Lullo et al. 2010) 
p104 TPG ΔIII Z, sP-EGFP, Z, P7.5-MCS Presente in laboratorio 
p60 pVIdHR-sP/P7.5 ΔVI 
MCS/sP (AS), P7.5(S)/MCS, 
Z, P7.5-K1L, Z 
Gerd Sutter, TU, Monaco 
pHLAC - - HLAC Presente in laboratorio 
pcDNA3.1-fCIITA - - fCIITA Roberto Accolla, UnInsubria, Varese 
p94-NP - ΔIII Z, sP-EGFP, Z, P7.5-NP Presente in laboratorio 
p94-HLAC - ΔIII Z, sP-EGFP, Z, P7.5-HLAC Costruito 
p94-fCIITA - ΔIII Z, sP-EGFP, Z, P7.5-fCIITA Costruito 
p675 - ΔVI sP-HcRED Costruito 
p604 TPG- ΔVI ΔVI Z, sP-EGFP, Z, P7.5-MCS Costruito 
p604-NP - ΔVI Z, sP-EGFP, Z, P7.5-NP Costruito 
 
Tabella 2. Elenco dei plasmidi usati e costruiti in questo lavoro di tesi. sP = promotore sintetico precoce/tardivo di VACV 
(Chakrabarti, Sisler e Moss, 1998); p7.5 = promotore naturale precoce/tardivo di VACV (Mackett, Smith e Moss, 1984); AS = 
antisenso; S = senso. 
 
O.N. a 16°C (T4 Ligase, NEB). Il prodotto di ligazione è stato quindi trasformato in batteri E.Coli TOP10 
chimicamente competenti e le colonie ottenute dopo semina su piastre selettive per Ampicillina sono 
state sottoposte a due digestioni enzimatiche di controllo. Una colonia positiva è stata infine espansa 
e il plasmide p94-HLAC recuperato dai batteri usando il kit “EndoFree Plasmid Maxi Kit” (Qiagen). La 
concentrazione è stata determinata usando il NanoDrop (ThermoScientific). 
Per quanto riguarda la costruzione di p94-fCIITA, 10ug di p94 (vettore) e pcDNA3.1-fCIITA 
(inserto) sono stati digeriti con l’enzima PmeI (NEB) per 3h a 37°C e il vettore è stato ulteriormente 
defosforilato per 1h (CIP, NEB). Dopo corsa elettroforetica, i frammenti di interesse sono stati 
purificati da gel e ligati tra loro come in precedenza. Il prodotto di ligazione è stato quindi 
trasformato in batteri E.Coli TOP10 chimicamente competenti e le colonie ottenute dopo semina su 
piastre selettive per Ampicillina sono state sottoposte a due digestioni enzimatiche per controllare il 
corretto orientamento dell’inserto. Una colonia positiva è stata infine espansa e il plasmide p94-
fCIITA purificato dai batteri come in precedenza. La concentrazione è stata infine calcolata usando il 
NanoDrop. 
 
Materiali e Metodi 
39 
 
2.1.2 p675 
Il plasmide donatore p675, contenente il gene HcRED sotto promotore virale sP tra le due 
flanking region ΔVI, è stato costruito usando il backbone del plasmide p60 e clonando al suo interno il 
gene HcRED derivante dal plasmide p75. 
Mancando siti di restrizione adeguati per il clonaggio, i frammenti di p60 e p75 sono stati 
derivati tramite PCR con polimerasi proofreading AccuPrime™ pfx (Invitrogen), usando i primer 
recanti siti di restrizione Bsu36I alle estremità (inserzione direzionale) riportati in Tabella 3. La 
temperatura di annealing appropriata (63°C) è stata preventivamente identificata mediante 
gradiente . 
Primer Sequenza 5’ 3’ 
HcRED-Bsu36I for AGAGCCTCAGGGTCAGCTTAAAAATTGAAAT 
HcRED-Bsu36I rev AGAGCCTGAGGGGCCGCTTCAGTTGGCCTTCT 
p60-Bsu36I for AGAGCCTCAGGATAAGACGCATGAAGGCTGA 
p60-Bsu36I rev AGAGCCTGAGGGGTTTAGGCTTCTGTCACCT 
 
Tabella 3. Elenco e sequenza dei primer impiegati nella costruzione di p675. Il sito Bsu36I è 
sottolineato. 
 
I frammenti di PCR sono stati purificati dopo corsa tramite kit “Wizard® SV Gel and PCR Clean-
Up System” (Promega) e la concentrazione calcolata mediante NanoDrop. Successivamente, 5ug di 
ogni prodotto di PCR sono stati digeriti per 2h con Bsu36I (NEB) e, dopo defosforilazione del 
frammento-vettore (p60) e nuova purificazione tramite kit “Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up 
System” (Promega), i due frammenti sono stati ligati O.N. a 16°C (T4 ligase, NEB). Il prodotto di 
ligazione è stato trasformato in batteri E.Coli TOP10 chimicamente competenti e le colonie ottenute 
dopo semina su piastre selettive per Ampicillina sono state sottoposte a digestione enzimatica per 
identificare quali contenessero l’inserto. Per escludere la presenza di mutazioni indotte dalla PCR, 
alcuni cloni positivi per l’analisi di restrizione sono stati sequenziati (Primm S.r.l.). Inoltre, per 
verificare la corretta espressione della proteina HcRED in presenza di polimerasi virale, cellule 
HEK293T sono state infettate in piastra da 6 pozzetti col virus vuoto MVA V4 (moi 1) e, dopo 2h, 
lavate 2 volte con PBS e trasfettate con 2ug di plasmide p675 utilizzando come agente trasfettante il 
PEI (concentrazione: 2,54ug/mL, 1uL/ug di DNA). L’osservazione della fluorescenza e l’acquisizione 
delle immagini sono state effettuate 24h p.i. utilizzando il microscopio DM IL LED (Leica). Confermata 
l’espressione di HcRED, una colonia è stata espansa e il plasmide purificato come in precedenza. 
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2.1.3 p604 
Il plasmide di trasferimento specifico per la regione ΔVI è stato assemblato inserendo la 
porzione costituita da “Z, sP-EGFP, Z e P7.5-MCS” contenuta in p104 (analogo di p94 ma con un MCS 
migliorato) tra le due flanking region ΔVI contenute nel plasmide p60. Il nuovo plasmide, analogo a 
p94 e p104 ma specifico per la regione ΔVI di MVA, è stato denominato p604 (o TPG-ΔVI). 
Il frammento relativo al backbone è stato preparato digerendo 10ug di p60 con PmeI e SnaBI 
per 3h a 37°C.  Dopo 1h di defosforilazione a 37°C (CIP, NEB), il frammento è stato sottoposto a corsa 
elettroforetica, purificato da gel e quantificato al NanoDrop. La digestione con SnaBI ha rimosso circa 
220bp dalla flanking region left (1061bp  840bp), ma questo non influisce sull’esito della 
ricombinazione omologa. 
Il frammento relativo all’inserto è stato exciso dal plasmide p104 sfruttando una digestione 
totale dell’enzima SnaBI (NEB) e una parziale dell’enzima BstBI (NEB). La condizione di digestione è 
stata messa a punto preventivamente: dopo aver digerito 2ug di p104 con SnaBI per 2h a 37°C, il 
prodotto di digestione è stato incubato per tempi crescenti con l’enzima BstBI a 65°C (1’-2,5’-5’-10’-
15’-30’-1h). Individuata la tempistica migliore, 20ug di p104 sono stati digeriti sequenzialmente con 
SnaBI (3h a 37°C) e BstBI (10’ a 65°C). Dopo corsa elettroforetica, il frammento di interesse è stato 
exciso da gel, purificato e reso blunt usando il frammento Klenow della DNA polimerasi (NEB). Dopo 
un’ultima purificazione attraverso il kit “Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System” (Promega), la 
concentrazione del frammento è stata valutata al NanoDrop. 
Successivamente, frammento-vettore e frammento-inserto sono stati ligati O.N. a 16°C (T4 
ligase, NEB) e il prodotto di ligazione trasformato in batteri E.Coli TOP10 chimicamente competenti. 
Le colonie ottenute dopo semina su piastre selettive per Ampicillina sono state sottoposte a 
digestione enzimatica per saggiare tanto la presenza quanto l’orientamento dell’inserto. Infine, una 
colonia positiva è stata espansa e il plasmide purificato come in precedenza. 
 
2.1.4 p604-NP 
Il plasmide di trasferimento di p604 contenente NP (p604-NP) è stato clonato excidendo il 
gene NP (Influenza, ceppo H1N1) dal plasmide p94-NP e ligandolo nel MCS di p604. Il gene NP 
possiede il tag V5 al C-terminale, utile per la rilevazione con anticorpi anti-tag. 
10ug di p604 (vettore) e di p94-NP (inserto) sono stati digeriti con gli enzimi BamHI e AscI 
(NEB) per 3h a 37°C. Il frammento-vettore è stato ulteriormente defosforilato per 1h a 37°C (CIP, 
NEB). In seguito, entrambi i frammenti sono stati separati per elettroforesi, excisi, purificati da gel e 
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quantificati tramite NanoDrop. Dopo ligazione O.N. a 16°C (T4 ligase, NEB), il prodotto è stato 
trasformato in batteri E.Coli TOP10 chimicamente competenti. Le colonie ottenute dopo semina su 
piastre selettive per Ampicillina sono state saggiate per restrizione enzimatica per individuare quelle 
contenenti l’inserto, il cui verso è obbligato dalla presenza di estremità coesive differenti. Due 
colonie positive sono state infine saggiate per l’espressione delle proteine contenute nella cassetta di 
ricombinazione. Cellule S-CEF coltivate in piastre a 6 pozzetti sono state infettate con virus MVA 
HcRED(ΔIII) (esprimente la proteina rossa, moi 1). Dopo 2h, le cellule sono state lavate 2 volte con 
DMEM, trasfettate con 10ug di plasmide p604-NP per 6h in OptiMem e Lipofectamine® 2000 (Life 
Technologies), lavate 2 volte con DMEM e infine poste nel terreno di coltura indicato. L’espressione 
di EGFP è stata valutata in microscopia 24h p.i. come descritto in precedenza, mentre quella di NP è 
stata saggiata 48h p.i. attraverso Western Blot, impiegando il protocollo descritto più avanti. 
Confermata l’espressione dei geni contenuti nella cassetta di ricombinazione, una colonia è stata 
espansa e il plasmide purificato come descritto in precedenza. 
 
2.2 Generazione di virus ricombinanti 
I virus utilizzati e costruiti in questo lavoro di tesi sono riportati in Tabella 4. 
Virus ΔIII ΔVI Origine Note 
MVA vuoto (V4) - - Presente in laboratorio 
Accettore del gene HcRED in 
ΔVI 
MVA HcRED(ΔIII) HcRED - Presente in laboratorio Accettore del gene fCIITA 
MVA HcRED(ΔVI) - HcRED Costruito  
MVA HcRED(ΔIII)ENV(ΔVI) HcRED ENV Presente in laboratorio 
Accettore del gene HLAC in 
ΔIII 
MVA HLAC(ΔIII)ENV(ΔVI) HLAC ENV Costruito  
MVA-HA(ΔIII) HA - Presente in laboratorio 
Accettore del gene HcRED in 
ΔVI 
MVA-NP(ΔIII) NP - Presente in laboratorio  
MVA HA(ΔIII)HcRED(ΔVI) HA HcRED Costruito Accettore del gene NP in ΔVI 
MVA HA(ΔIII)NP(ΔVI) HA NP Costruito  
MVA fCIITA(ΔIII) fCIITA - Costruito  
 
Tabella 4. Elenco dei virus usati e costruiti in questo lavoro di tesi. Per ogni virus è riportato il contenuto delle 
regioni ΔIII e ΔVI. 
 
2.2.1 Ricombinazione omologa e selezione dei cloni 
SF-CEF coltivate in piastre da 6 pozzetti vengono infettate col virus accettore a bassa moi (0.1-
1). Dopo 2h, i pozzetti vengono lavati 2 volte con terreno VP-SFM vuoto per rimuovere il virus in 
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eccesso e le SF-CEF trasfettate con 10ug di plasmide di trasferimento (contenente HcRED o EGFP+TG) 
come indicato in precedenza. Il giorno successivo, dopo aver controllato la fluorescenza al 
microscopio, le cellule vengono raccolte tramite scraping dei pozzetti. Si procede quindi ad effettuare 
un lisato totale attraverso metodi fisici: 3 cicli di congelamento a -80°C/scongelamento/vortex seguiti 
da 3 cicli di sonicazione in ghiaccio (QSonica Q700, 100% Amplitude, 5’ per ciclo). 
Il giorno precedente al sorting, il lisato viene impiegato per infettare SF-CEF coltivate in piastre 
da 6 pozzetti. Dopo 2h, i pozzetti vengono lavati con VP-SFM vuoto e si aggiunge terreno VP-SFM 
addizionato con glutammina, antibiotici e citocalasina D 1uM (degrada i microfilamenti di actina e ne 
inibisce la polimerizzazione, bloccando di fatto la fuoriuscita di MVA dalle cellule e, quindi, la 
superinfezione). Il giorno del sorting, i pozzetti vengono lavati 2 volte con VP-SFM vuoto per 
eliminare la citocalasina D. Successivamente, le SF-CEF vengono raccolte tramite tripsinizzazione 
(Gibco, Invitrogen) e, dopo 2 lavaggi in VP-SFM per eliminare la tripsina, si pongono i campioni in 
ghiaccio fino al momento del sorting. Lo strumento utilizzato per analizzare e selezionare le cellule in 
base alla loro fluorescenza è il citofluorimetro MoFlo™ XDP (Beckman-Coulter), messo a disposizione 
dalla facility FRACTAL presente all’interno dell’Ospedale San Raffaele. Per la fluorescenza rossa è 
stata usata l’impostazione del fluorocromo APC, il cui spettro è compatibile con quello di HcRED. Il 
sorting viene effettuato in piastra da 96 pozzetti su layer di SF-CEF in crescita (sorting a singola cellula 
o 2-50 cellule per pozzetto) o in tubo da 15mL (sorting in bulk, poi piastrato in proporzioni variabili in 
piastre da 6 pozzetti su SF-CEF in crescita). 
A partire da 48h post sorting, i pozzetti vengono osservati al microscopio per individuare foci 
esprimenti la fluorescenza desiderata. Eventualmente, immagini in fluorescenza dell’intera piastra 
possono essere acquisite usando un fluoroimager (Typhoon FLA9000, GE Healthcare). I pozzetti 
positivi vengono quindi raccolti tramite scraping e si effettua un lisato totale come descritto in 
precedenza. Parte di questo lisato viene usato per effettuare i saggi necessari per l’individuazione dei 
cloni positivi a mezzo di PCR, western blot o citometria, come descritto più avanti. L’intero processo 
di sorting fin qui descritto (infezione in presenza di citocalasina D, sorting, analisi dei pozzetti) può 
essere ripetuto più volte per purificare ulteriormente il campione ed eliminare il carry-over di virus 
parentale (privo di fluorescenza o esprimente HcRED).  
Successivamente, il virus viene clonato attraverso uno o più cicli di diluizione terminale: 
diluizioni seriali del lisato selezionato (generalmente in potenze di 10, da 10-2 a 10-7) vengono 
seminate su cellule SF-CEF in piastre da 96 pozzetti. Dopo qualche giorno, mediamente 3-4, le piastre 
vengono osservate al microscopio per individuare la presenza del virus attraverso fluorescenza o 
effetti citopatici. I pozzetti della diluizione limite, contenenti virus potenzialmente derivanti da un 
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singolo clone, vengono prelevati per scraping, lisati come in precedenza e saggiati a mezzo di PCR, 
western blot o citometria, come descritto più avanti. 
Da ultimo, uno o più cloni positivi vengono inoculati in 6-8 flask T162 contenenti SF-CEF 
confluenti al 70-80%, così da permettere l’espansione del virus per la produzione dello stock. Qualora 
si dovesse preparare un nuovo stock a partire da virus già purificato e titolato, si inoculano circa 1e7 
pfu/flask. L’infezione viene costantemente monitorata: dopo 24h è già visibile la fluorescenza dei 
virus esprimenti HcRED, mentre dopo 48-72h iniziano ad essere visibili i primi effetti citopatici. A 4-5 
giorni dall’inoculo, le cellule mostrano generalmente forti effetti citopatici, culminanti nella lisi e 
liberazione del virus intracellulare (principalmente IMV) che si somma a quello liberato per esocitosi 
(EEV). Il debris cellulare e il surnatante di ogni flask vengono infine raccolti dopo circa 7 giorni p.i., 
dispensati in tubi da 50mL e conservati a -80°C fino al momento della purificazione. 
 
2.2.2 Purificazione dello stock virale e titolazione 
I buffer e le soluzioni impiegate per la purificazione e la titolazione degli stock virali sono 
riportati in Tabella 5. 
Reagenti Composizione 
Tris buffer Tris 10mM pH=9 
Saccarosio 36% Saccarosio 36% w/v in Tris 10mM pH=9 
Formulation buffer 10mM NaCl + 280mM Tris pH=7.7 (1:1 v/v) 
Fix solution Acetone + MetOH (1:1 v/v), 4°C 
CV solution 0.5% Crystal Violet in MetOH 20% 
 
Tabella 5. Elenco e composizione dei reagenti e buffer impiegati durante la purificazione e 
la titolazione degli stock virali. 
 
I lisati cellulari raccolti sono centrifugati in tubi Nalgene per 1h a 24k RCF, 4°C. Il surnatante 
viene scartato e il pellet, composto da virus e debris cellulari, è risospeso in Tris buffer (1mL per ogni 
flask usata per la produzione) e dispensato in provette. A questo punto, si sottopone il campione a 3 
cicli di congelamento a -80°C/scongelamento/vortex, seguiti da 3 cicli di sonicazione in ghiaccio e 
almeno 15 passaggi in siringa da insulina (27.5G). In tal modo, il debris viene completamente 
disgregato, liberando il virus. Successivamente, si centrifuga per 5’ a 1.8k RCF, 4°C: il surnatante, 
contenente principalmente virus e piccoli debris cellulari, viene conservato e il pellet, composto da 
grandi debris cellulari e, potenzialmente, altro virus, viene risospeso in Tris buffer. Si ripete quindi 
l’intero processo: 3 cicli di congelamento/scongelamento/vortex, 3 sonicate, almeno 15 passaggi in 
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siringa e centrifugazione a 1.8k RCF. Il surnatante viene nuovamente prelevato e unito a quello 
ottenuto in precedenza, mentre il pellet, per sicurezza, viene conservato a -80°C fino al termine della 
titolazione. 
Si procede quindi con la purificazione mediante “cuscino” di saccarosio. Sul fondo di un tubo 
Nalgene vengono depositati 15mL di Saccarosio 36%, sul quale si aggiungono con cautela i due 
surnatanti prelevati in precedenza, portati a 15mL con Tris buffer. Dopo centrifugazione per 1h a 30k 
RCF, 4°C, il surnatante viene rimosso e il pellet risospeso in un volume adeguato di Formulation 
buffer (generalmente 600-1000uL). Da ultimo, il protocollo si conclude effettuando nuovamente 3 
cicli di congelamento/scongelamento/vortex e 3 sonicate, al termine delle quali lo stock viene 
conservato a -80°C. Prima di ogni utilizzo, si effettuano sempre 3 cicli di sonicazione sullo stock per 
omogeneizzare la sospensione virale. 
La determinazione del titolo virale viene effettuata sulle cellule BHK-21 attraverso il metodo 
della diluizione terminale e applicando la distribuzione di Poisson. Le cellule vengono seminate in 
piastre da 96 pozzetti, 2000 cellule/pozzetto, e sono fatte aderire per almeno 4h. Per ogni stock da 
titolare si preparano diluizioni seriali in potenze di 10 (da 10-2 a 10-12), che vengono seminate a 
volume noto (50uL) in 16 pozzetti/diluizione. Nel caso di virus esprimenti HcRED, l’individuazione dei 
pozzetti positivi per l’infezione è effettuata 3-5 giorni post semina mediante osservazione al 
microscopio a fluorescenza. Nel caso di virus privi di fluorescenza, invece, si effettua uno screening 
preliminare per individuare gli effetti citopatici 3-5 giorni post semina, durante i quali il virus ha il 
tempo di espandersi; successivamente, le piastre di titolazione vengono replicate su altrettante 
piastre contenenti BHK-21 fresche: il virus, questa volta più concentrato all’interno dei singoli 
pozzetti, darà luogo a evidenti foci di lisi nella piastra di replica, permettendo l’individuazione certa 
dei pozzetti positivi. Le piastre della replica sono poi fissate per 10’ con la Fix solution, lavate 2 volte 
con acqua, incubate 5’ con la CV solution e quindi lavate più volte con acqua per rimuovere il crystal 
violet in eccesso. La presenza di foci di lisi verrà individuata tramite l’assenza di colorazione viola, 
poiché le cellule infettate e sofferenti si staccano durante il fissaggio in acetone/metanolo. Infine, il 
calcolo della titolazione virale, espressa in pfu/mL, viene effettuato sfruttando la distribuzione di 
Poisson.  
 
2.3 Caratterizzazione dei virus ricombinanti 
La caratterizzazione dei cloni virali e degli stock viene effettuata combinando metodi 
molecolari (PCR), biochimici  (western blot) e immunologici (citometria e immunofluorescenza). 
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2.3.1 PCR 
La PCR è il metodo più immediato per caratterizzare i virus ricombinanti. Il DNA virale viene 
estratto usando il kit “QIAamp DNA Blood Mini Kit” (Qiagen) a partire da 200uL di lisato cellulare 
(derivante ad esempio dai pozzetti delle piastre di sorting o di diluizione terminale) o da almeno 2e5 
pfu di virus titolato. La polimerasi usata è  GoTaq G2 Flexi (Promega) con concentrazione costante di 
MgCl2 (2mM). I primer impiegati in ogni PCR, le temperature di annealing e i tempi di elongazione 
sono riportati in  
Tabella 6. Per ogni PCR sono stati eseguiti 30 cicli. Le bande di PCR sono separate mediante 
corsa elettroforetica su gel di agarosio/etidio e visualizzate al transilluminatore UV. 
PCR Ta (°C) Elongazione Primer Sequenza 5’ 3’ 
ΔIII 60 2’ 
ΔIII for CCAAAGGAAATGCATCATTGATTATTCTCCTG 
ΔIII rev GAATGCACATACATAAGTACCGGCATCTCTAGCAGT 
ΔVI 60 2’ 
ΔVI for CCTGGACATTTAGTTTGAGTGTTCCTGAAT 
ΔVI rev CTCAGCATCTAGTTGATATTCCAACCTCTT 
HA 56 30’’ 
HA for CGCATTGAGAACCTGAACAA 
V5 rev TTAGTCCAGGCCCAGCAG 
NP 60 1’ 
NP for GTGCACCGAGCTGAAGCT 
NP rev TCGGCGTTGTCGCCGAAG 
fCIITA 55 2’ 
fCIITA for ATGGACTACAAAGACGATGAC 
fCIITA rev GAATTCCATCCACCCAACT 
 
Tabella 6. Tabella riassuntiva delle PCR usate per la caratterizzazione dei virus. Ta = temperatura di annealing usata. 
 
2.3.2 Western Blot 
In Tabella 7 e Tabella 8 sono riportati rispettivamente i reagenti e gli anticorpi impiegati per i 
saggi di western blot. 
I campioni provenienti da linee in adesione sono lavati 2 volte nel pozzetto con PBS, raccolti 
tramite scraping (CEF e TSA) o pipettamento (HEK293T), centrifugati brevemente e risospesi in un 
volume adeguato di Sample buffer (riducente o non riducente). Nel caso della linea Raji 
(sospensione), i campioni vengono lavati 2 volte con PBS tramite centrifugazione in provetta e 
risospesi in un volume adeguato di Sample buffer (riducente o non riducente). 
Dopo frammentazione del DNA tramite siringa da insulina ed eventuale denaturazione al 
calore (5’ 95°C), le proteine vengono separate in SDS-PAGE. Il blot  è eseguito su membrana di 
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Reagenti Composizione 
Sample buffer non riducente 2X Tris-HCl 100mM, SDS 4%, Glicerolo 20%, Blu di bromofenolo 0.2% 
Sample buffer riducente 2X 
Tris-HCl 100mM, SDS 4%, Glicerolo 20%, Blu di bromofenolo 0.2%, 
DTT 200mM 
Separating buffer 4x Tris 1.5M, 4% SDS, pH=8.8 (HCl) 
Stacking buffer 4x Tris 0.5M, 4% SDS, pH 6.8 (HCl) 
Running buffer 10x Tris 0.25M, Glicina 1.92M, SDS 1% 
Transfer buffer 10x Tris 0.25M, Glicina 1.92M (per 1X: aggiungere 20% MEtOH) 
Blocking solution Latte 5% in PBS + Tween 0.1% 
Wash solution PBS + Tween 0.1% 
 
Tabella 7. Elenco e composizione dei reagenti impiegati durante i saggi di western blot. 
 
Proteina Anticorpo I Anticorpo II 
HLAC L31-biotinilato 1:3000 * Str-HRP 1:10000 (Sigma) 
ENV 2F5 1:3000  Goat-α-human-HRP 1:10000 (Dako) 
HA Siero di pollo (αH1N1)  1:1000** Rabbit-α-chicken-HRP 1:15000 (Sigma) 
NP Siero di pollo (αH1N1)  1:1000** Rabbit-α-chicken-HRP 1:15000 (Sigma) 
NP Rabbit-α-V5 1:3000 (Sigma) Goat-α-rabbit-HRP 1:10000 (Dako) 
fCIITA Mouse-α-Flag M2 1:8000 (Sigma) Goat-α-mouse-HRP 1:10000 (Dako) 
HLA-DRα/β L243 1:1000 (BioLegend) Goat-α-mouse-HRP 1:10000 (Dako) 
 
Tabella 8. Elenco degli anticorpi primari e secondari impiegati per lo sviluppo dei western blot. Gli anticorpi I 
sono diluiti in PBS + Tween 0.1% + Gelatina 0.1% e riutilizzati. Gli anticorpi II sono diluiti in PBS + Tween 0.1% + 
latte 1% e vengono preparati all’occorrenza. *= biotinilato in laboratorio; **= ottenuto dalla prof.ssa Ilaria 
Capua, Istituto Zooprofilattico Sperimentale delle Venezie, Padova. 
 
nitrocellulosa (Whatman) applicando ΔV=100V per 1h a 4°C. Dopo aver verificato l’avvenuto 
trasferimento incubando con Ponceau, si procede alla saturazione con Blocking solution, seguita da 3 
lavaggi con Wash solution, incubazione O.N. a 4°C con l’anticorpo I, 3 lavaggi con Wash solution, 
incubazione RT 1h con anticorpo II, 3 lavaggi e incubazione con ECL (Amersham, GE Healthcare). 
L’acquisizione è fatta con lastre fotografiche. 
 
2.3.3 Citometria 
Gli anticorpi usati durante i saggi citometrici sono riportati in Tabella 9. 
I campioni derivanti da linee in adesione vengono lavati 2 volte nel pozzetto con PBS, raccolti 
tramite breve tripsinizzazione, lavati 2 volte in PBS per rimuovere la tripsina (7’, 1200 RPM/244 RCF, 
4°C) e suddivisi in tubi da citometria. Per quanto riguarda le linee in sospensione, invece, Nel caso 
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Proteina Anticorpo I Anticorpo II 
HLAC L31-biotinilato 10ug/mL* Str-PE 1:200 (BD) 
ENV 2G12 10ug/mL 
Goat-α-human-FITC 1:100 (KPL) 
Goat-α-human-PE 1:200 (SantaCruz) 
HLA-DRα/β D1.12 (ibridoma) 1:2 ** Goat-α-mouse-PE 1:200 (SantaCruz) 
I-Ad MKD-6 (ibridoma) 1:2 ** Goat-α-mouse-FITC 1:100 (eBioscience) 
 
Tabella 9. Elenco degli anticorpi primari e secondari impiegati per i saggi citometrici. Gli anticorpi 
sono diluiti in PBS + BSA 5%. *= biotinilato in laboratorio; ** = ottenuti dal prof. Roberto Accolla, 
UnInsubria, Varese. 
 
della linea Raji (sospensione), i campioni vengono lavati 2 volte con PBS tramite centrifugazione in 
tubi da 15mL e poi dispensati in tubi da citometria. Le incubazioni con gli anticorpi sono effettuate 
per 45’, 4°C al buio alle concentrazioni riportate in Tabella 9, lavando 3 volte come in precedenza 
dopo ogni incubazione. Da ultimo, i campioni vengono fissati con 0.4% PFA in PBS e conservati a 4°C 
al buio fino al momento dell’acquisizione. I citometri impiegati sono il BD Accuri C6 (software in 
Bundle) e il BD FACSCanto II (software BD FACSDiva). L’analisi è stata effettuata attraverso il software 
FCS Express 4 Flow Cytometry (http://www.denovosoftware.com).  
 
2.3.4 Immunofluorescenza 
In Tabella 10 e Tabella 11 sono riportati i reagenti e gli anticorpi impiegati per i saggi di 
immunofluorescenza. 
 
Reagenti Composizione 
PLL solution Poly-L-Lysine (Sigma) 10% in H20 
Fixing solution PFA 4% in PBS 
Quenching solution 40x NH4Cl 2M in PBS 
Triton buffer Triton X-100 0.2% in PBS 
Wash/Blocking solution Gelatina 0.2% in PBS 
DAPI 10000x 1mg/mL 
Mounting solution 
Mowiol 4-88 2.4g (Sigma), 6g glicerolo, 6ml H2O, 
12mL Tris 0.2M pH=8.5 (HCl). 
 
Tabella 10. Elenco e composizione dei reagenti impiegati per i saggi di immunofluorescenza. 
 
 
Materiali e Metodi 
48 
 
Proteina Anticorpo I Anticorpo II 
fCIITA Mouse-α-Flag M2 1:1000 (Sigma) Donkey-α-mouse-Alexa 488 1:1000 (Invitrogen) 
HLA-DRα/β L243 1:500 (BioLegend) Donkey-α-mouse-Alexa 488 1:1000 (Invitrogen) 
 
Tabella 11. Elenco degli anticorpi primari e secondari impiegati per i saggi di immunofluorescenza. Gli anticorpi sono 
diluiti in Blocking solution (gelatina 0.2% in PBS). 
 
Cellule HEK293T vengono seminate in piastre da 12 pozzetti (300-500k cellule/pozzetto) 
contenenti vetrini coprioggetto (diametro 13mm) pretrattati con PLL solution come riportato sul 
manuale d’uso (Sigma). Dopo 24h, le cellule vengono infettate a moi bassa (0.5/1) o trasfettate come 
indicato in precedenza. Il giorno successivo, i vetrini vengono fissati con Fixing solution per 15’ RT, 
lavati 3 volte con PBS, incubati con Quenching solution 1X per 10’ RT e lavati 3 volte con PBS. Si 
procede quindi all’incubazione con Triton buffer per 3’ RT (permeabilizzazione), seguita da 2 lavaggi 
con Wash solution e ulteriore incubazione con Blocking solution per 15’ RT (saturazione). Le 
incubazioni con gli anticorpi vengono effettuate per 30’ RT al buio alle concentrazioni riportate in 
Tabella 11, lavando 2 volte con Wash solution dopo ogni incubazione. Dopo aver colorato i nuclei con 
DAPI 1X in H2O per 10’ RT al buio, si lava una volta con PBS e due volte con H2O per rimuovere i sali. 
Si conclude montando i vetrini con 15-20uL di Mounting solution su vetrini portaoggetto e facendo 
asciugare per 48h RT al buio. I vetrini asciutti possono essere conservati a 4°C al buio. L’acquisizione è 
stata effettuata al microscopio confocale UltraVIEW ERS Spinning Disk Confocal (PerkinElmer) 
attraverso il software in bundle Volocity, messi a disposizione dalla facility ALEMBIC presente 
all’interno dell’Ospedale San Raffaele. L’analisi è stata effettuata con il software ImageJ v1.46R 
(http://imagej.net). 
 
3. Studi in vivo 
Il protocollo sperimentale in vivo è stato approvato dallo I.A.C.U.C. dell’Istituto Scientifico S. 
Raffaele il 31.1.2013 ed è registrato col numero 580. 
 
3.1 Modello animale e protocollo di immunizzazione 
Per gli esperimenti di immunizzazione in vivo sono stati impiegati topi femmina di 8 settimane 
appartenenti alla linea C57BL/6, maneggiati all’interno di uno stabulario barrierato. 
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Il protocollo è riassunto in Figura 16. Le immunizzazioni con i virus MVA fCIITA(ΔIII) e MVA 
HcRED(ΔIII) sono state effettuate in due gruppi sperimentali composti da 3 topi l’uno attraverso 
inoculo intramuscolare di 1e7 pfu/topo in PBS sterile al giorno 0 (prime) e 21 (boost). Per valutare la 
risposta anti-vettore (vedi in seguito), campioni ematici sono stati prelevati a diversi time-point 
attraverso incisione caudale. Dopo coagulazione (15’, 37°C + 15’, 4°C), i campioni vengono 
centrifugati 2 volte a 4°C (10’, 244 RCF + 10’ 5.5k RCF) per separare la parte corpuscolata dal siero, 
che viene conservato a -20°C. 
Per l’analisi della distribuzione linfocitaria, gli animali sono stati sacrificati al giorno 42 per 
prelevare i linfonodi inguinali, poplitei e ascellari. Dopo smash e disgregazione con cell strainer 40um 
(Falcon, Corning), i linfociti sono stati congelati in RPMI + 10%DMSO fino al momento della 
citometria. 
 
 
Figura 16. Protocollo di immunizzazione impiegato in questa tesi. Due gruppi sperimentali di 3 topi 
l’uno sono stati immunizzati al giorno 0 e 21 con i virus MVA fCIITA(ΔIII) e MVA HcRED(ΔIII), 1e7 
pfu/topo. Ai giorni -2, 20 e 42 è stato prelevato il sangue per monitorare l’immunizzazione. Al giorno 
42 sono anche stati prelevati i linfonodi. 
 
3.2 ELISA anti-MVA 
La determinazione del titolo anticorpale anti-vettore è stato effettuato attraverso saggi ELISA 
in piastre flat-bottom F96 MaxiSorp (Nunc) usando un protocollo messo a punto in precedenza nel 
laboratorio. 
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Il coating delle piastre viene effettuato incubando O.N. RT 5e4 pfu/pozzetto di virus MVA 
HcRED(ΔIII) in PBS, 50uL/pozzetto. Il giorno successivo, dopo 3 lavaggi con PBS utilizzando pipetta 
multistep, i pozzetti vengono saturati con 100uL di latte 3% in PBS per almeno 4h. Nel frattempo si 
preparano diluizioni seriali dei sieri con latte 1% in PBS (potenze di 2, da 1:16’000 a 1:2'048’000). 
Dopo la saturazione, si lavano i pozzetti come in precedenza per rimuovere il latte in eccesso e si 
dispensano le diluizioni in duplicato, 50uL/pozzetto, incubando O.N. RT. Il giorno successivo, le 
piastre vengono nuovamente lavate come in precedenza e si procede con l’incubazione 
dell’anticorpo secondario Goat-α-mouse-HRP 1:2000 (Dako) diluito in latte 1% in PBS, 2h RT. Da 
ultimo, dopo 3 lavaggi con PBS come in precedenza, si procede allo sviluppo con OPD (Sigma), 
50uL/pozzetto, bloccando la reazione dopo 15-30’ con 50uL H2SO4 2N. L’acquisizione viene effettuata 
con Microplate Reader model 680 (BioRad) e i dati analizzati usando il software Prism v6 
(http://www.graphpad.com/scientific-software/prism). 
 
3.3 Analisi citometrica della distribuzione linfocitaria 
 
Anti- Clone Diluizione Fluorocromo 
Fcγ-R HB-197 1:100 - 
CD3-biotina 145.2C11 (BioLegend) 1:200 Str-APC/Cy7 (1:200) 
CD4 GK1.5 (BioLegend) 1:400 PerCP 
CD8 53-6.7 (BioLegend) 1:400 PB 
CD25 PC61 (BioLegend) 1:200 PE/Cy7 
CD44 IM7 (BioLegend) 1:200 PE 
CD62L MEL-14 (eBioscience) 1:400 APC 
Foxp3 FJK-16S (eBioscience) 1:100 FITC 
 
Tabella 12. Riassunto degli anticorpi usati per la marcatura dei linfociti estratti dai linfonodi murini. L’anticorpo 
antiCD3 è biotinilato ed è stata effettuata una seconda incubazione con Str-APC/Cy7. 
 
Marcatura e acquisizione sono state effettuate presso il laboratorio del prof. Fabio Grassi (IRB, 
Bellinzona), impiegando gli anticorpi elencati in Tabella 12. I campioni sono stati trasportati in 
ghiaccio secco. Una volta scongelati, i linfociti provenienti dello stesso gruppo sperimentale sono 
stati riuniti, lavati in PBS e contati. Prima di effettuare la marcatura, gli Fcγ-R sono stati saturati con 
HB-197 (10’ in ghiaccio) per prevenire il binding aspecifico. In seguito, dopo aver aggiunto un eccesso 
di terreno completo RPMI per inibire l’anticorpo, sono stati effettuati 2 lavaggi in centrifuga con FBS 
2% in PBS, 1500 RPM, 5’, 4°C. I campioni sono stati incubati per 20’ in ghiaccio al buio con una mix 
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contenente gli anticorpi anti-CD3, anti-CD4, anti-CD8, anti-CD25, anti-CD44 e anti-CD62L (riportati in 
Tabella 12 e diluiti con FBS 2% in PBS). Dopo un lavaggio come in precedenza, le cellule sono state 
fissate e permeabilizzate col kit Fixation/Permeabilization (eBioscience) e incubate per 20’ in ghiaccio 
al buio con l’anticorpo anti-Foxp3 e la Str-APC/Cy7, diluiti con FBS 2% in PBS. Infine, dopo un lavaggio 
con buffer di permeabilizzazione, i campioni sono stati risospesi in PBS, acquisiti con lo strumento BD 
LSRFortessa (software BD FACSDiva) e analizzati col software FCS Express 4 Flow Cytometry 
(http://www.denovosoftware.com). 
 
  
Risultati - Parte I 
 
 
 
 
 
 
 
 
La tecnologia del Red-to-Green gene swapping (Di Lullo et al. 2010) rappresenta un’alternativa 
estremamente efficace all’utilizzo di altre strategie selettive, per esempio quelle basate su geni che 
forniscono la resistenza ad un composto chimico (Falkner e Moss 1988) o permettono l’espansione 
dello spettro d’ospite (G Sutter, Ramsey-Ewing, et al. 1994; C Staib et al. 2000; Caroline Staib et al. 
2003; Hornemann et al. 2003). I virus ricombinanti esprimenti proteine fluorescenti, infatti, possono 
essere individuati analizzando la fluorescenza delle cellule infettate: l’identificazione e l’isolamento 
dei cloni positivi risulta così più veloce e semplice. Un ulteriore vantaggio dell’uso di marker 
fluorescenti è costituito dalla possibilità di automatizzare il processo di selezione avvalendosi del 
sorting al citofluorimetro (FACS): il valore aggiunto è notevole, poiché il tempo di produzione di un 
virus rMVA ex novo può essere ridotto a poche settimane, di solito 4-6, al termine delle quali si ha a 
disposizione uno stock clonale e purificato del virus ricombinante per il TG scelto. 
Designato come un ottimo candidato in qualità di  vettore vaccinale, MVA dispone di molteplici 
punti di forza. Agli alti livelli di espressione dei TG veicolati e alla totale sicurezza legata al suo uso 
nell’uomo, entrambi requisiti fondamentali, si aggiungono semplicità di handling (BSL-1, ma in realtà 
BSL-2 come regolamentato per gli organismi geneticamente modificati) e velocità di produzione in 
stock. Partendo da un seed a basso titolo virale ed infettando circa 40 milioni di cellule permissive, 
infatti, è possibile purificare, concentrare e concludere la titolazione dello stock in meno di venti 
giorni, recuperando più di 1e9 pfu totali. Questo, se comparato a sistemi più tradizionali, come ad 
esempio la produzione del vaccino anti-influenzale, risulta sia più efficiente sia meno dispendioso. 
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Le formulazioni vaccinali correntemente utilizzate sono spesso costituite da un cocktail di 
antigeni provenienti da diversi patogeni, allo scopo di indurre una risposta multipla con un unico ciclo 
vaccinale. Si potrebbe citare, a titolo d’esempio, il vaccino trivalente MPR, che consente di vaccinare 
al contempo contro morbillo, parotite e rosolia. È altresì possibile inserire all’interno dello stesso 
vaccino diversi antigeni di un unico patogeno, così da aumentare l’efficacia della protezione: ad 
esempio, il vaccino anti-influenzale contiene gli antigeni HA (emoagglutinina) e NA (neuraminidasi) di 
diversi ceppi circolanti, generalmente due A e uno B. Allo stesso modo, un ulteriore passo avanti 
nella tecnologia di MVA è costituito dalla possibilità di generare virus ricombinanti multipli (mrMVA), 
recanti cioè due o più TG al loro interno. Metodi di ingegnerizzazione che permettono la costruzione 
di mrMVA sono descritti in letteratura e prevedono principalmente l’uso di geni di fusione (Altenburg 
et al. 2014) (Poon et al. 2009) (Kolibab et al. 2010) (Berthoud et al. 2011), eventualmente contenenti 
peptidi autoclivanti (J. H. Kim et al. 2011), oppure di promotori in tandem o in direzioni opposte 
all’interno dello stesso sito (Brevetto EP1916306A1). Il limite di questi sistemi è tuttavia evidente: la 
trascrizione dei due geni non è infatti indipendente e fenomeni di competizione nella trascrizione per 
ingombro sterico o di scarsa efficienza di uno dei promotori, ad esempio, compromettono 
l’equimolarità dei trascritti. Tale requisito è di fondamentale importanza qualora i TG inseriti in MVA 
dovessero assemblarsi in precisi rapporti stechiometrici, come ad esempio nel caso di proteine 
multimeriche. La subunità in eccesso, in molteplici casi, può precipitare nel citoplasma, accumularsi 
in corpi di inclusione, indurre UPR, esaurire la capacità dei proteasomi o legarsi in maniera aspecifica 
ad altre proteine cellulari, sottoponendo la cellula ad uno stress non indifferente che, in ultima 
analisi, riduce l’efficienza dell’intero sistema di espressione. 
La prima parte di questo lavoro di tesi ha lo scopo di introdurre un’alternativa, nella quale due 
TG vengono inseriti all’interno di regioni diverse del genoma di MVA, affinché gli eventi di 
trascrizione e traduzione risultino totalmente indipendenti. Sono state saggiate due strategie 
complementari, allo scopo di valutarne l’equivalenza. Nella prima, un virus MVA contenente il gene 
dell’envelope di HIV-1 (ENV) nella regione ΔVI è stato ulteriormente ingegnerizzato nella regione ΔIII, 
inserendo il gene umano codificante per HLAC. Nella seconda, è stato provato l’inverso: un virus MVA 
contenente nella regione ΔIII il gene influenzale dell’emoagglutinina (HA) è stato usato come 
accettore di un secondo gene influenzale, codificante per la nucleoproteina (NP), inserito all’interno 
della regione ΔVI. 
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1. Produzione del virus MVA HLAC(ΔIII)ENV(ΔVI) 
Il primo virus ricombinante, MVA HLAC(ΔIII)ENV(ΔVI), contenente cioè i geni HLAC e ENV 
rispettivamente nella regione ΔIII e ΔVI, è stato costruito a partire dal virus MVA ENV(ΔVI), già 
presente in laboratorio. 
Il processo di produzione (Figura 17) è stato suddiviso in due fasi. Nella prima, impiegando il 
plasmide p75 (Di Lullo et al. 2009) (nell’articolo chiamato pIII-sP-Red), è stato generato il virus 
accettore MVA HcRED(ΔIII)ENV(ΔVI), contenente cioè la proteina HcRED nella regione (ΔIII). Nella 
seconda, tale virus accettore è stato ulteriormente ingegnerizzato mediante Red-to-Green gene 
swapping e sostituendo il transgene HLAC all’interno della stessa regione grazie al plasmide di 
trasferimento p94-HLAC. 
 
Figura 17. Razionale di generazione del virus MVA HLAC(ΔIII)ENV(ΔVI). In blu, le flanking region della regione 
ΔVI, in nero quelle della regione ΔIII. Nella fase 1 è stato generato il virus accettore nella regione ΔIII, impiegato 
nella successiva fase 2 insieme al plasmide p94-HLAC per la generazione del ricombinante doppio. 
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1.1  FASE 1: generazione del virus accettore MVA HcRED(ΔIII)ENV(ΔVI) 
Il virus MVA HcRED(ΔIII)ENV(ΔVI) è stato generato in precedenza nel laboratorio su cellule 
BHK-21 sfruttando il metodo del Red-to-Green gene swapping (Di Lullo et al. 2010).  
In breve, cellule BHK-21 (permissive) sono state infettate con virus MVA ENV(ΔVI) e trasfettate 
col plasmide p75 per indurre ricombinazione omologa nella regione ΔIII e generare virus esprimenti 
la proteina rossa. Sulle cellule è stato poi colato dell’agarosio così da ridurre l’espansione del virus e 
generare foci discreti di infezione. I foci rossi, la cui fluorescenza è sinonimo di avvenuta 
ricombinazione, sono stati quindi prelevati dai pozzetti e espansi su BHK-21 fresche. Tale 
procedimento è stato ripetuto più volte al fine di rimuovere il carry-over parentale (non 
fluorescente). Da ultimo, l’isolamento di un singolo clone è stato effettuato attraverso diluizione 
terminale, al termine della quale il virus è stato prodotto in stock e caratterizzato per PCR. 
  
1.2  FASE 2: generazione del virus MVA HLAC(ΔIII)ENV(ΔVI) 
1.2.1 Costruzione del plasmide donatore p94-HLAC 
Il plasmide di trasferimento col gene HLAC nella regione ΔIII (p94-HLAC) è stato costruito a 
partire dai plasmidi p94  (Di Lullo et al. 2010) e pHLAC. L’inserto HLAC è stato exciso da pHLAC con gli 
enzimi BamHI e AscI e successivamente ligato in p94 tagliato con i medesimi enzimi. Le colonie sono 
state saggiate per restrizione (Figura 18A) e una di esse è stata ulteriormente digerita con altri enzimi 
per confermarne la struttura (Figura 18B) prima del suo uso nel protocollo di ricombinazione. 
 
Figura 18. Screening delle colonie ottenute trasformando il prodotto di ligazione tra p94 e HLAC (A) e ulteriore controllo 
della colonia 2 mediante altri enzimi (B). A) A=BamHI+AscI B=Non digerito. Le colonie 2, 3 e 6 risultano positive per 
l’inserto di circa 1200bp. B) A= BamHI, B= AscI, C= SacI, D= AvaII, E= BamHI+AscI, F= AvaII+SacI, G= AvaII+BamHI, H= 
AvaII+AscI, I= non digerito. L’enzima SacI taglia nel MCS e nell’inserto, generando due bande analoghe alla digestione 
BamHI+AscI. L’enzima AvaII digerisce molteplici volte nel vettore e nell’inserto, dando origine ad un pattern di restrizione 
compatibile con l’atteso. 
Risultati – Parte I 
 
56 
 
 
1.2.2 Generazione del virus ricombinante doppio MVA HLAC(ΔIII)ENV(ΔVI) 
A questo punto, il plasmide p94-HLAC è stato impiegato in qualità di donatore nel protocollo di  
infezione/trasfezione su SF-CEF unitamente al virus accettore MVA HcRED(ΔIII)ENV(ΔVI). I virus 
ricombinanti, esprimenti EGFP, sono stati selezionati per sorting a singola cellula e poi clonati tramite 
due cicli di diluizione terminale. Durante questi passaggi, il marker EGFP è stato perso in seguito 
all’evento di ricombinazione tra le regioni Z, dando origine a virus MVA privi di marker fluorescente 
e, pertanto, individuabili unicamente grazie all’effetto citopatico provocato nelle cellule infettate. 
Alcuni cloni privi di fluorescenza sono stati saggiati tramite citometria per verificare l’espressione di 
HLAC sulla superficie delle cellule (Figura 19) e due di essi sono stati espansi su cellule SF-CEF per la 
produzione dello stock. Dopo purificazione su cuscino di saccarosio, i due stock sono stati saggiati per 
l’espressione dei TG HLAC e ENV e per la corretta localizzazione sulla superficie cellulare 
rispettivamente attraverso western blot e citometria (Figura 20). Il risultato del western blot non ha 
messo in evidenza differenze qualitative di espressione tra il virus doppio MVA HLAC(ΔIII)ENV(ΔVI) e i 
rispettivi controlli MVA monogenici, suggerendo che l’inserimento di geni in punti diversi di MVA non 
influisce sulla loro espressione. La citometria, infine, mostra chiaramente che l’infezione di cellule S-
CEF con MVA HLAC(ΔIII)ENV(ΔVI) è in grado di indurre un fenotipo positivo per entrambi i TG, 
garantendo al contempo la corretta localizzazione sulla superficie cellulare. 
 
 
Figura 19. Citometria di controllo su quattro cloni del virus MVA HLAC(ΔIII)ENV(ΔVI), eseguita su S-CEF. I 
campioni sono stati raccolti 48h p.i. con i virus indicati. Per la marcatura è stato impiegato l’anticorpo L31-
biotinilato, accoppiato successivamente a streptavidina-PE. A = controlli negativi; B = controllo positivo di HLAC 
sulla linea 221+ (771.221 CW4
+
);
 
C = quattro cloni del virus MVA HLAC(ΔIII)ENV(ΔVI). Due di essi (MVA HLAC-ENV 1 
e MVA HLAC-ENV 2) sono stati selezionati ed espansi per la produzione dello stock. 
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Figura 20. Western blot (a sinistra) e citometria (a destra) di controllo sugli stock di MVA HLAC(ΔIII)ENV(ΔVI) su S-CEF. I 
campioni sono stati raccolti 48h p.i. con i virus indicati. Il western blot per ENV (in alto a sinistra, banda a 160KDa) è stato 
sviluppato usando l’anticorpo 2F5, mentre per la citometria (in alto a destra) è stato impiegato l’anticorpo 2G12. Per 
quanto riguarda HLAC, è stato impiegato l’anticorpo L31-biotinilato sia nel western Blot (in basso a sinistra, banda a 40KDa) 
sia nella citometria (in basso a destra). A,E = controlli negativi; B = controllo positivo di ENV sul virus accettore MVA 
HcRED(ΔIII)ENV(ΔVI); C,G = stock virali MVA HLAC(ΔIII)ENV(ΔVI) F = controllo positivo di HLAC sulla linea 771.221 CW4
+
. 
 
2. Produzione del virus MVA HA(ΔIII)NP(ΔVI) 
Analogamente a quanto fatto nel capitolo precedente, è stato generato un secondo virus 
ricombinante, MVA HA(ΔIII)NP(ΔVI), contenente cioè i TG influenzali emoagglutinina (HA) nella 
regione ΔIII e nucleoproteina (NP) nella regione ΔVI. Essendo partiti dal virus MVA HA(ΔIII), la 
strategia di ricombinazione (Figura 21) è speculare rispetto alla precedente ed ha reso necessaria la 
costruzione di due nuovi plasmidi contenenti le regioni di omologia fiancheggianti ΔVI: p675, il 
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plasmide donatore della proteina rossa per la generazione del virus accettore MVA 
HA(ΔIII)HcRED(ΔVI), e p604, il plasmide di trasferimento codificante per la proteina verde, nel quale è 
stato successivamente inserito il TG NP.  
 
 
Figura 21. Razionale della generazione del virus MVA HA(ΔIII)NP(ΔVI). In blu, le flanking region della regione 
ΔVI, in nero quelle della regione ΔIII. Analogamente, ma in maniera speculare a quanto fatto per il virus MVA 
HLAC(ΔIII)ENV(ΔVI), nella fase 1 è stato generato il virus accettore contenente HcRED nella regione ΔVI, il quale 
è stato impiegato nella successiva fase 2 insieme al plasmide p604-NP per la generazione del ricombinante 
doppio. 
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2.1  FASE 1: generazione del virus accettore MVA HA(ΔIII)HcRED(ΔVI) 
2.1.1 Costruzione del plasmide p675 
Il plasmide donatore della proteina rossa è stato assemblato a partire dal plasmide p60 
(ottenuto da Gerd Sutter, TU, Monaco e originalmente chiamato pVIdHR-sP/P7.5), contenente le 
regioni di omologia per la regione ΔVI (Figura 22A), e dal plasmide p75 (Di Lullo et al. 2010), 
contenente il gene HcRED sotto promotore virale sP (Figura 22B), entrambi già presenti in 
laboratorio. 
Non avendo a disposizione siti di restrizione adeguati per trasferire il gene HcRED da p75 a 
p60, i frammenti sono stati derivati tramite PCR utilizzando primer recanti agli estremi il sito di 
restrizione Bsu36I (che consente una inserzione monodirezionale, Figura 22A e B). Le colonie 
ottenute trasformando il prodotto della ligazione in batteri E.Coli sono state sottoposte a restrizione 
enzimatica per identificare quali contenessero l’inserto (Figura 23). Per escludere la presenza di 
mutazioni indotte dalla PCR, quattro colonie positive sono state sequenziate. Una di esse, la cui 
sequenza è risultata pari all’atteso, è stata sottoposta al test in vitro volto a saggiare l’espressione 
della proteina rossa tramite infezione/trasfezione su cellule HEK-293T, confermata tramite 
osservazione in microscopia a fluorescenza (Figura 24). 
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Figura 22. PCR preparativa dei frammenti per la generazione di p675.  A) Mappa di p60, contenente le 
flanking region ΔVI (in blu). B) Mappa di p75, contenente il gene HcRED (in rosso) sotto promotore virale 
sP (in verde). Sulle mappe sono evidenziati i frammenti estratti per PCR, indicati da una freccia sui relativi 
gel di agarosio. C) Mappa di p675. 
 
  
Figura 23. Screening delle colonie ottenute trasformando il prodotto di ligazione tra 
per PCR. A=non digerito, B=Bsu36I, C=EcoNI. La digestione con Bsu36I restituisce i due frammenti di partenza di circa 
4.3kb e 760bp. EcoNI digerisce un’unica volta all’interno di HcRED, linearizzando il plasmide. Le colonie 1 e 2 non 
contengono l’inserto, mentre tutte le altre mostrano un pattern di restrizione compatibile con p675.
 
Figura 24. Immagine microscopica (40X)
trasfettate con p675. 
linea HEK293T è particolarmente sensibile all’infezione con MVA. Le cellule al contempo 
infettate e trasfettate risu
promotore virale sP.
 
 
2.1.1.1 Generazione del virus accettore MVA HcRED(ΔVI)
Prima di impiegare il plasmide p675 nella generazione del virus contente due TG, la sua 
capacità di ricombinazione è sta
infezione/trasfezione sulle cellule primarie di  pollo (SF
all’interno della regione ΔVI del genoma virale, portando alla generazione del virus accetto
i frammenti di p60 e p75 ottenuti 
 di cellule HEK-293T infettate con MVA V4 e 
Le cellule infettate appaiono tondeggianti già 24h p.i., indicando che la 
ltano rosse poiché in esse viene espresso il gene HcRED sotto 
 
 
ta saggiata su un virus MVA vuoto: utilizzando il protocollo di 
-CEF), la proteina HcRED è stata inserita 
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HcRED(ΔVI). Le cellule infettate dai virus ricombinanti, esprimenti quindi HcRED, sono state 
selezionate tramite FACS e seminate in piastre da 96 pozzetti (Figura 25A). Dopo pochi giorni, alcuni 
pozzetti presentanti foci rossi sono stati saggiati per PCR, il cui risultato mostra chiaramente 
l’avvenuta ricombinazione del gene HcRED all’interno della regione ΔVI  (Figura 25B). Il virus 
accettore MVA HcRED(ΔVI) è stato infine clonato attraverso diluizione terminale. 
 
 
 
Figura 25. Piastra di sorting (A) e PCR di controllo con primer specifici per la regione ΔVI. A) La presenza di foci rossi indica 
che il virus presente è in grado di esprimere HcRED nelle cellule infettate. B) La conferma dell’avvenuta ricombinazione 
all’interno della regione ΔVI è stata ottenuta attraverso PCR, effettuata su quattro pozzetti positivi per HcRED e impiegando 
il plasmide p675 e MVA V4 rispettivamente in qualità di controllo positivo e negativo. La banda attesa è di poco superiore a 
1kb. 
 
 
2.1.2 Generazione del virus accettore MVA HA(ΔIII)HcRED(ΔVI) 
Il plasmide p675 è stato successivamente utilizzato nel protocollo di infezione/trasfezione col 
virus MVA HA(ΔIII) in cellule SF-CEF, così da indurre ricombinazione omologa nella regione ΔVI e 
generare il virus accettore MVA HA(ΔIII)HcRED(ΔVI). 
Virus ricombinanti, esprimenti quindi la proteina rossa, sono stati selezionati e clonati tramite 
due cicli di sorting a singola cellula (Figura 26A) seguiti da una diluizione terminale su SF-CEF (Figura 
26B) in piastre da 96 pozzetti. Ad ogni passaggio, i pozzetti positivi per la fluorescenza sono stati 
ulteriormente analizzati a mezzo di PCR, utilizzando primer specifici per la regione ΔIII (Figura 27A), 
per il gene HA (Figura 27B) e per la regione ΔVIa (Figura 27C). In tal modo, è stato possibile 
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individuare a livello molecolare l’eventuale presenza di carry-over parentale o di altri eventuali virus 
contaminanti. Uno dei cloni positivi (RED- e HA-positivo) è stato infine espanso su SF-CEF e il lisato 
così ottenuto impiegato per produrre uno stock del virus accettore MVA HA(ΔIII)HcRED(ΔVI), da 
utilizzare per la generazione del doppio ricombinante. 
 
 
 
Figura 26. Scatter plot di FACS su SF-CEF infettate col lisato ottenuto da infezione/trasfezione con MVA HA(ΔIII) e p675 
(A) e diluizione terminale su SF-CEF di un clone MVA HA(ΔIII)HcRED(ΔVI) (B). A) Sull’ascissa è riportato il logaritmo 
dell’intensità della fluorescenza verde, sull’ordinata il logaritmo dell’intensità della fluorescenza rossa. La nuvola principale 
è costituita da cellule non infettate o infettate da virus privi di proteina fluorescente. In seguito a infezione/trasfezione, una 
piccola popolazione ricombinante esprimente proteina rossa può essere individuata e isolata tramite FACS, il cui gate di 
acquisizione è rappresentato dal rettangolo. B) La diluizione di virus utilizzata è espressa come Log10. Nella piastra a sinistra, 
le due file di pozzetti con diluizione minore sono totalmente lisate, pertanto non è visibile fluorescenza rossa. Nella piastra 
a destra, nei pozzetti con diluizione 10
-6
, solo 4 pozzetti su 40 risultano positivi (cerchiati di rosso), garantendo una buona 
probabilità di avvenuto clonaggio (pari al 99.5% secondo la distribuzione di Poisson). 
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Figura 27. Esempio di PCR con primer specifici per la regione ΔIII (A), per il gene HA 
(B) e per la regione ΔVIa (C). MVA V4 non contiene alcun gene né nella regione ΔIII né 
nella regione ΔVI, pertanto le due bande evidenziate in A e C rappresentano le distanze 
tra le sequenze riconosciute dai primer, rispettivamente di circa 700bp e circa 270bp. 
MVA HcRed(ΔIII) contiene il gene HcRED nella regione ΔIII. Gli otto cloni di MVA 
HA(ΔIII)HcRED(ΔVI) saggiati sono positivi sia per il gene HA nella regione ΔIII (A e B) sia 
per il gene HcRED nella regione ΔVI (C). 
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2.2  FASE 2: generazione del virus MVA HA(ΔIII)NP(ΔVI)  
2.2.1 Costruzione del plasmide p604 
Il plasmide di trasferimento p604 (Figura 28F), contenente il marker EGFP e un MCS tra le 
regioni di omologia per la regione ΔVI, è stato assemblato a partire dai plasmidi p104 (analogo del 
p94 e contenente un MCS migliorato) e p60 (Figura 28A e D), già presenti nel laboratorio. 
Il frammento contenente il MCS e il marker EGFP è stato exciso dal plasmide p104 attraverso 
due digestioni consecutive (una totale con l’enzima SnaBI e l’altra parziale con l’enzima BstBI, Figura 
28B e C) e successivamente reso blunt impiegando il frammento Klenow della DNA polimerasi. Il 
backbone, contenente le regioni di omologia per la regione  ΔVI, è stato invece ottenuto digerendo il 
plasmide p60 con PmeI e SnaBI (Figura 28E). Dopo ligazione in vitro e trasformazione in batteri E.Coli, 
le colonie ottenute sono state saggiate per restrizione al fine di individuare quelle contenenti 
l’inserto orientato nel verso desiderato (Figura 29). 
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Figura 28. Costruzione del plasmide p604. A) Mappa del plasmide p104, nella quale è indicato il frammento exciso tramite 
digestione enzimatica. In nero sono riportate le flanking region per la regione ΔIII, in rosso l’MCS, in giallo le due regioni Z, 
in verde il gene per EGFP. B) Messa a punto della digestione parziale di p104. Dopo digestione totale con SnaBI, il plasmide 
p104 è stato ulteriormente ristretto per il tempo indicato con BstBI. La banda di interesse, indicata dalla freccia e 
contenente le due regioni Z, EGFP e MCS, inizia ad essere evidente dopo 2’30’’ di digestione con BstBI e raggiunge il picco 
dopo 10’ di digestione. C) Digestione preparativa di p104, effettuata con le condizioni individuate nel punto B. La banda 
excisa è indicata dalla freccia. D) Mappa del plasmide p60, nella quale è indicato il frammento exciso per digestione 
enzimatica. In blu sono  riportate le flanking region per la regione ΔVI. Si noti che il taglio dell’enzima SnaBI sottrae circa 
220bp. E) Digestione preparativa di p60 con PmeI e SnaBI. La banda del backbone contenente le flanking region è indicata 
dalla freccia. F) Mappa di p604. In blu sono  riportate le flanking region per la regione ΔVI, in rosso l’MCS, in giallo le due 
regioni Z, in verde il gene per EGFP. 
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Figura 29. Digestione enzimatica di due colonie del plasmide p604  (a sinistra) e dei plasmidi impiegati 
per la sua costruzione (a destra). A = non digerito; B = NruI, taglia nell’inserto; C = AscI, taglia 
nell’inserto; D = HpaI, taglia nel vettore e nell’inserto in maniera asimmetrica, determinando il verso di 
inserimento, senso (5130bp+1156bp) o antisenso (4324bp+1962bp); E = BstBI, taglia 2 volte nel vettore 
e una volta nell’inserto, generando 3 frammenti che identificano il verso di inserimento (senso: 
4058bp+2080bp+172bp, antisenso: 5128bp+1010bp+172bp). Dalle bande di restrizione ottenute, si 
conclude che le due colonie saggiate contengono l’inserto orientato nel verso desiderato. 
 
 
2.2.2 Costruzione del plasmide di trasferimento p604-NP 
A partire dal p604 è stato poi costruito il plasmide di trasferimento p604-NP (Figura 30D), 
contenente la proteina NP (fusa al C-terminale col tag V5) e il marker EGFP tra le regioni di omologia 
per la regione ΔVI. Il gene NP è stato exciso dal plasmide p94-NP, già presente nel laboratorio (Figura 
30B), e ligato al vettore p604 utilizzando i siti BamHI e AscI. Le colonie ottenute dopo trasformazione 
sono state saggiate tramite restrizione enzimatica (Figura 31A e B) e due di esse sono state impiegate 
nel protocollo di infezione/trasfezione in cellule S-CEF per verificare l’espressione delle proteine 
contenute nella cassetta di ricombinazione. La fluorescenza verde di EGFP è stata osservata al 
microscopio a fluorescenza a partire da 12-18h p.i. (Figura 32A), mentre la presenza di NP è stata 
dimostrata tramite western blot eseguito 48h p.i. (Figura 32B). 
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Figura 30. Digestione preparativa dei frammenti per la ligazione di p604-NP. A) Mappa di p604, contenente MCS 
(in rosso) e EGFP (verde) tra le regioni di omologia per ΔVI (blu). B) Mappa di p94-NP, contenente NP (in blu). C) 
Gel di digestione preparativa. N.D.= non digerito. P604, digerito nel MCS (in rosso) con BamHI e AscI, genera un 
frammento di circa 6245bp (lato sinistro). P94-NP, digerito con BamHI e AscI, genera un frammento di circa 
1565bp contenente NP (lato destro). Le frecce indicano le bande excise. D) Mappa di p604-NP. 
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Figura 31. Digestione di controllo di due colonie ottenute dopo la trasformazione del prodotto di ligazione tra p604 e NP 
(A) e ulteriore restrizione di due di esse (B). A) A = BamHI+AscI; B = non digerito. La digestione con BamHI+AscI genera in 
p604-NP due frammenti di 1565bp (NP) e 6245bp (vettore). Le colonie 1, 2 e 3 risultano positive, mentre la 4 non possiede 
l’inserto (probabile contaminante derivato da p604). B) A = HpaI, digerisce due volte nel vettore originando due frammenti 
di 5130bp e 2680bp; B = BstBI, digerisce tre volte nel vettore generando altrettanti frammenti di 4059bp, 3579bp e 172bp; 
C = NotI, taglia una volta nel vettore; D = NheI, taglia una volta nel vettore; E = non digerito. Entrambe le colonie mostrano 
un profilo di digestione compatibile con l’atteso. 
 
 
 
Figura 32. Infezione/Trasfezione visualizzata in microscopia a fluorescenza (40X, A) e western blot con anticorpo anti-
V5 su estratti totali di S-CEF. A) Cellule S-CEF sono state infettate  con MVA HcRED(ΔIII) e trasfettate col plasmide p604-
NP. Il merge delle acquisizioni per le due fluorescenze (HcRED e EGFP) mostra chiaramente colocalizzazione: EGFP è 
pertanto espressa unicamente nelle cellule al contempo infettate e trasfettate, come atteso. B) T = cellule trasfettate col 
plasmide indicato. I/T = cellule infettate con MVA HcRED(ΔIII) e trasfettate col plasmide indicato. Il virus MVA NP(ΔIII), 
recante cioè la proteina NP nella regione ΔIII, era già stato prodotto nel laboratorio ed è il controllo positivo. NP viene 
trascritta unicamente in presenza del virus (campioni I/T, banda a 56KDa indicata dalla freccia). 
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2.2.3 Generazione del virus MVA HA(ΔIII)NP(ΔVI) 
Il plasmide donatore p604-NP e il virus accettore MVA HA(ΔIII)HcRED(ΔVI) sono stati infine 
impiegati nel protocollo di infezione/trasfezione su SF-CEF per indurre ricombinazione omologa nella 
regione ΔVI e generare il virus MVA HA(ΔIII)NP(ΔVI). I virus ricombinanti, esprimenti EGFP, sono stati 
sottoposti a due cicli sorting a singola cellula (Figura 33 A e B). Due cloni positivi sono stati 
ulteriormente sottoposti a sorting, questa volta allo scopo di isolare i virus che, effettuata 
ricombinazione omologa tra le regioni Z, hanno perso il gene codificante per l’EGFP e, quindi, 
risultano privi di marker fluorescente. La successiva visualizzazione al microscopio di effetti citopatici 
culminanti con la lisi delle cellule ha permesso di individuare la presenza di virus non fluorescenti 
all’interno dei pozzetti. Un clone positivo è stato infine espanso su cellule SF-CEF per la produzione 
dello stock, successivamente purificato, titolato e saggiato mediante un western blot (Figura 34): 
come per il virus descritto nel capitolo precedente, anche MVA HA(ΔIII)NP(ΔVI) si dimostra in grado 
di esprimere entrambi i TG contenuti. 
 
 
Figura 33. Scatter plot di FACS su SF-CEF infettate col lisato ottenuto da infezione/trasfezione con MVA 
HA(ΔIII)HcRED(ΔVI)  e p604-NP (A) e relativa piastra di sorting (B). A) Sull’ascissa è riportato il logaritmo dell’intensità della 
fluorescenza verde, sull’ordinata il logaritmo dell’intensità della fluorescenza rossa. La nuvola all’origine degli assi è 
costituita da cellule non infettate o infettate da virus privi di proteina fluorescente. La nuvola rossa (in alto a sinistra) è 
infettata dal virus accettore MVA HA(ΔIII)HcRED(ΔVI). In seguito a infezione/trasfezione, una piccola popolazione 
ricombinante esprimente proteina verde può essere individuata e isolata tramite FACS, il cui gate di acquisizione è 
rappresentato dal rettangolo R3 (in basso a destra). Sono anche presenti cellule sia rosse sia verdi (in alto a destra), nelle 
quale è avvenuto un singolo evento di ricombinazione e pertanto è avvenuta l’integrazione dell’intero plasmide p94-fCIITA. 
B) Le cellule selezionate dal sorting sono state raccolte in piastre da 96 pozzetti su cellule SF-CEF in adesione. Dopo qualche 
giorno, è possibile individuare foci di infezione esprimenti proteina verde o rossa (carry-over del virus accettore). I pozzetti 
indicati dai cerchi blu mostrano unicamente fluorescenza verde e sono raccolti tramite scraping per la successiva analisi di 
ricombinazione. 
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Figura 34. Western blot eseguito sullo stock del virus MVA HA(ΔIII)NP(ΔVI). MVA 
HA(ΔIII) e MVA NP(ΔIII), già presenti nel laboratorio, sono stati impiegati in qualità 
di controlli positivi per le singole proteine (rispettivamente circa 75KDa e circa 
55KDa). MVA V4 è il virus vuoto. Il western blot è stato sviluppato impiegando un 
siero di pollo immunizzato contro H1N1 (ottenuto dalla prof.ssa Ilaria Capua, 
Istituto Zooprofilattico Sperimentale delle Venezie, Padova) e che riconosce, 
quindi, entrambe le proteine. È stato confermato che il virus MVA HA(ΔIII)NP(ΔVI) 
è in grado di esprimere sia HA sia NP.  
 
In conclusione, sono stati costruiti due virus mrMVA (Figura 35) adottando due strategie 
speculari. Entrambi i virus prodotti sono in grado di esprimere i TG veicolati al pari dei rMVA singoli, 
consentendo di concludere che il metodo impiegato è adatto alla generazione di virus ricombinanti 
contenenti diversi TG. 
 
 
Figura 35. Riassunto e rappresentazione schematica dei virus mrMVA prodotti in questo lavoro di tesi. Sopra, MVA 
HLAC(ΔIII)ENV(ΔVI). Sotto, MVA HA(ΔIII)NP(ΔVI) 
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Numerosi trial clinici che coinvolgono l’uso di MVA sono stati compiuti o sono tuttora in corso 
e coprono una svariata gamma di patologie (http://apps.who.int/trialsearch/Default.aspx, 
http://clinicaltrials.gov/). Gli alti livelli di espressione dei TG veicolati e la totale sicurezza legata al 
suo uso nell’uomo, infatti, fanno di MVA un virus estremamente adatto in qualità di vettore 
vaccinale. I peptidi derivanti dai TG, in quanto citoplasmatici, possono essere direttamente presentati 
nel contesto di MHC Classe-I o implicati in processi quali il cross-priming (Albert, Sauter, e Bhardwaj 
1998): la risposta immunitaria contro di essi è generalmente molto forte e comprende l’attivazione di 
entrambi i rami del sistema immunitario, in particolar modo quello cellulo-mediato (Krishnan et al. 
2008). 
Nonostante l’importanza che MVA ricopre nel panorama scientifico e medico, la piena 
potenzialità di questo virus è ancora ben lontana dall’essere raggiunta, poiché il suo impiego è stato 
finora limitato a quello di carrier di TG contro i quali indurre una risposta immunitaria. Esistono 
tuttavia altre strategie di utilizzo che non coinvolgono la diretta presentazione degli antigeni al 
sistema immunitario. Una di queste è la possibilità di promuovere l’espressione di geni cellulari 
sfruttando fattori di trascrizione, induttori  o transattivatori opportunamente inseriti all’interno del 
vettore MVA. 
Per approfondire questo campo d’indagine è stato selezionato CIITA, gene fisiologicamente 
espresso nelle cellule presentanti l’antigene (APC) e implicato nel pathway di MHC Classe-II. Tale 
gene svolge un ruolo critico nell’immunità adattativa poiché induce l’espressione dei geni contenuti 
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nei loci della Classe-II, agendo in qualità di transattivatore (Reith, LeibundGut-Landmann, e 
Waldburger 2005; Devaiah e Singer 2013). Dopo aver generato un virus rMVA contenente CIITA, 
l’efficienza di transattivazione della Classe-II è stata saggiata utilizzando diversi approcci sperimentali. 
1. Produzione e caratterizzazione del virus MVA fCIITA(ΔIII) 
Il virus MVA fCIITA(ΔIII) è stato generato sfruttando il  “Red-to-Green gene swapping” a partire 
dal virus MVA HcRed(ΔIII), già presente nel laboratorio, e impiegando p94-fCIITA in qualità di 
plasmide di trasferimento per la regione ΔIII. fCIITA è un gene di fusione costituito da CIITA recante al 
5’ il tag Flag M2, utile per la sua rilevazione tramite l’anticorpo anti-Flag M2. 
 
1.1 Costruzione di p94-fCIITA 
Il plasmide di trasferimento p94-fCIITA (Figura 36C), contenente la proteina fCIITA e il marker 
EGFP tra le regioni di omologia per la regione ΔIII, è stato costruito excidendo il gene fCIITA dal 
plasmide pcDNA3.1-fCIITA (ottenuto dal prof. Roberto Accolla, UnInsubria, Varese) con l’enzima PmeI 
e inserendolo nel plasmide p94 tagliato col medesimo enzima. 
Dopo la successiva trasformazione in batteri competenti, le colonie ottenute sono state 
saggiate per restrizione enzimatica per individuare quelle contenenti l’inserto orientato nel verso 
corretto (Figura 36A). Due di esse sono state digerite con altri enzimi: confermata ulteriormente la 
struttura (Figura 36B), una di esse è stata impiegata nel protocollo di infezione/trasfezione per la 
generazione del virus ricombinante MVA fCIITA(ΔIII). 
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Figura 36. Digestione enzimatica di controllo (A), ulteriore conferma della mappa di restrizione (B) e 
rappresentazione della mappa del plasmide p94-fCIITA (C). A) Digestione enzimatica con BamHI di quattro 
colonie ottenute dall’inserimento di fCIITA in p94. Se l’inserto è stato inserito nel senso desiderato, la restrizione 
con tale enzima restituisce 3 bande di circa 7861bp, 3030bp, 45bp. Al contrario, nel caso di inserimento 
antisenso, le 3 bande di restrizione peseranno 7136bp, 3030bp e 770bp. Le colonie 1 e 2 mostrano un pattern di 
restrizione compatibile con l’inserimento desiderato (la banda di 45bp non risulta visibile nell’immagine), la 
colonia 3 non contiene l’inserto mentre la colonia 4 contiene l’inserto in orientamento opposto. B) Digestione 
delle colonie 1 e 2 con altri enzimi per confermare la mappa di restrizione. A = non digerito, B = Bsu36I (taglia 
nell’inserto, linearizzando p94-fCIITA), C = BamHI (vedi punto A), D = PmeI (digerisce due volte alle estremità 
dell’MCS, excidendo l’inserto e dando luogo a due frammenti di 7127bp e 3809bp) E = AflII (digerisce nell’MCS e 
nel backbone del p94, generando due frammenti da 6115bp e 4821bp che in questo gel migrano sovrapposti). 
C) Mappa di p94-fCIITA. In nero, le flanking region per la regione ΔIII, in blu il gene CIITA, contenente al 5’ il 
piccolo tag Flag M2 (in verde). 
 
 1.2 Produzione del virus e purificazione dello stock
Il virus accettore MVA HcRED (ΔIII) 
cellule SF-CEF unitamente al plas
sono stati clonati con due cicli di 
cloni positivi per fCIITA in PCR e western blot (
per l’isolamento di quei virus che, avendo subito il sec
marker EGFP (Figura 39A). L’identificazione dei pozzetti positivi, a questo punto più laboriosa data 
l’assenza di fluorescenza, è stata effettuata osservando la lisi al microscopio e confermando la 
presenza di virus ricombinanti a mezzo di PCR (
terminale e il relativo screening 
produzione dello stock. 
 
 
Figura 37. Scatter plot di FACS su SF
fCIITA (A), raccolto a singola cellula per ogni pozzetto in piastra da 96 (acquisizione in fluorescenza, B). 
riportato il logaritmo dell’intensità della fluorescenza verde, sull’ordinata il logaritmo dell’intensità della fluorescenza rossa. 
La nuvola all’origine degli assi è costituita da cellule non infettate o infettate da virus privi di proteina fluorescente. L
nuvola rossa (in alto a sinistra) è infettata dal virus accettore 
piccola popolazione ricombinante esprimente proteina verde può essere individuata e isolata tramite FACS, il cui 
acquisizione è rappresentato dal rettangolo R3 (in basso a destra). Sono anche presenti cellule sia rosse sia verdi (in alto a 
destra), nelle quale è avvenuto un singolo evento di ricombinazione e pertanto è avvenuta l’integrazione dell’intero 
plasmide p94-fCIITA. B) Le cellule selezionate dal 
adesione. Dopo qualche giorno, è possibile individuare foci di infezione esprimenti proteina verde o rossa (
virus accettore). I pozzetti indicati dai cerchi blu mostrano unicamente fluorescenza verde e sono raccolti tramite 
per la successiva analisi di ricombinazione. 
 
 
è stato impiegato nel protocollo di infezione/trasfezione su 
mide p94-fCIITA. I virus ricombinanti esprimenti la proteina EGFP 
sorting in piastra da 96 pozzetti (Figura 37
Figura 38) sono stati sottoposti ad un ulteriore 
ondo evento di ricombinazione, hanno perso il 
Figura 39B e C). Da ultimo, dopo un
(Figura 40), un clone è stato espanso su cellule SF
-CEF infettate col lisato ottenuto da infezione/trasfezione con
MVA HcRED(ΔIII). In seguito a infezione/trasfezione, una 
sorting vengono raccolte in piastre da 96 pozzetti su cellule SF
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Figura 38. PCR (A e B) e western blot (C) per identificare i cloni esprimenti EGFP positivi per fCIITA. In figura A è 
riportata la PCR con i primer specifici per le flanking region della regione ΔIII (banda attesa di circa 6000bp) mentre 
in figura B è riportata la PCR con i primer specifici per fCIITA (banda attesa di circa 3600bp). MVA HcRED(ΔIII) è il 
virus accettore, impiegato come controllo negativo, mentre il plasmide donatore p94-fCIITA è stato usato come 
controllo positivo. Le bande dei cloni analizzati per PCR sono compatibili con quelle del controllo positivo. In figura C 
è mostrato il western blot eseguito su S-CEF 48h p.i. con i medesimi cloni. Ancora una volta, MVA HcRED(ΔIII) è 
impiegato come controllo negativo. Lo sviluppo è stato effettuato usando l’anticorpo anti-Flag M2 e la freccia indica 
la banda attesa. Le bande più basse, non specifiche, sono presenti in tutte le cellule infettate con MVA e assenti 
nelle non infettate. Tutti i cloni analizzati sono in grado di esprimere fCIITA. 
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Figura 39. Scatter plot di FACS per isolare virus ricombinanti privi di EGFP (A) e PCR di controllo sui cloni ottenuti dopo 
semina su cellule SF-CEF in piastra da 96 pozzetti, per identificare quelli contenenti fCIITA (B e C). A) Sull’ascissa è 
riportato il logaritmo della fluorescenza verde, sull’ordinata il logaritmo della fluorescenza rossa. La nuvola all’origine degli 
assi è costituita da cellule non infettate o infettate da virus privi di proteina fluorescente e su di essa è stato posizionato il 
gate di sorting (rettangolo). Nonostante i ripetuti passaggi di sorting a singola cellula, è ancora presente del carry-over di 
virus accettore rosso MVA HcRED(ΔIII) (nuvola in alto a sinistra). Dopo la semina su SF-CEF, i pozzetti lisati e privi di 
fluorescenza sono stati raccolti. Su di essi sono state eseguite PCR di controllo usando primer specifici per le flanking region 
della regione ΔIII (banda attesa di circa 4400bp, Figura 4B) o per fCIITA (banda attesa di circa 3600bpm Figura 4C). Tutti i 
campioni tranne il 5 risultano positivi per questo screening. In Figura 4B, infatti, la loro banda risulta più bassa rispetto al 
controllo p94-fCIITA, poiché il gene EGFP è stato perso in seguito al secondo evento di ricombinazione. 
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Figura 40. PCR di controllo dei cloni privi di EGFP isolati dopo diluizione terminale in SF-CEF 
(A e B) e western blot sui medesimi cloni per saggiare l’espressione di fCIITA in cellule S-CEF. 
Dopo diluizione terminale su cellule SF-CEF, i pozzetti lisati e privi di fluorescenza sono stati 
saggiati attraverso PCR con primer specifici per le flanking region della regione ΔIII (banda 
attesa di circa 4400bp, A) o per fCIITA (banda attesa di circa 3600bpm, B). In C è mostrato il 
western blot eseguito su S-CEF 48h p.i. con i medesimi cloni. Nonostante la positività in PCR di 
tutti e quattro, il clone 2 non è in grado di esprimere fCIITA (banda attesa indicata dalla 
freccia). Il clone 4 è stato ulteriormente espanso per la produzione e la purificazione dello 
stock virale. 
 
1.3 Caratterizzazione di MVA fCIITA(ΔIII): espressione e localizzazione di fCIITA 
Dopo la produzione e la purificazione dello stock virale utilizzando il metodo indicato in 
precedenza, il virus MVA fCIITA(ΔIII) è stato ulteriormente sottoposto a PCR al fine di escludere la 
presenza di contaminanti (Figura 41A). L’espressione di fCIITA è stata poi saggiata e confermata 
mediante western blot su lisati totali ottenuti dalle linee cellulari HEK293T (umane) e TSA (murine) 
infettate con MVA fCIITA(ΔIII) (Figura 41B). 
La corretta espressione del gene fCIITA, così come quella di ogni fattore di trascrizione o 
transattivazione, è un requisito necessario ma non sufficiente per la sua attività. Dopo la traduzione, 
infatti, fCIITA deve poter accedere al nucleo sfruttando il complesso multiproteico di import/export 
nucleare. Durante l’infezione, MVA sottrae nucleotidi e amminoacidi dal pool cellulare, prende il 
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controllo dell’apparato di traduzione e sfrutta il Golgi per la generazione dei vari envelope da cui è 
avvolto. Tutto questo sottopone la cellula ad uno stress non indifferente e causa evidenti effetti 
citopatici che, nel lungo termine, inducono l’apoptosi e la lisi delle cellule infettate. Poiché molti 
pathway cellulari vengono bloccati o quantomeno alterati, è ragionevole supporre altrettanto di 
quelli che regolano il traffico nucleo/citoplasma, ripercuotendosi in ultima analisi sulla localizzazione 
intracellulare di fCIITA prodotto da MVA. Dati di letteratura relativi a fenomeni di interazione, 
positiva o negativa, tra l’infezione di MVA e la transattivazione di geni nucleari non sono ad ora 
disponibili. Pertanto, per aggiungere questo tassello, sono stati effettuati saggi di 
immunofluorescenza per valutare la localizzazione di fCIITA espresso dal virus MVA fCIITA(ΔIII), 
comparandola a quella di fCIITA espresso dal plasmide pcDNA3.1-fCIITA (Figura 42). Il risultato 
mostra chiaramente che fCIITA espresso da MVA è in grado di rilocalizzare nel nucleo delle cellule 
infettate, distribuendosi tra nucleo e citoplasma in maniera simile al gene di origine plasmidica. 
In conclusione, i risultati del western blot e dell’immunofluorescenza dimostrano che il virus 
MVA fCIITA(ΔIII) è in grado di indurre l’overespressione di fCIITA anche in cellule particolarmente 
resistenti alla trasfezione (Figura 41B) e che fCIITA può essere correttamente retrotrasportato nel 
nucleo delle cellule infettate. 
 
Figura 41. PCR di controllo sugli stock virale purificati (A) e western blot per individuare l’espressione di fCIITA (B). A) Le 
PCR sono state effettuate con i primer indicati in alto. In seguito al secondo evento di ricombinazione omologa, la regione di 
circa 1700bp compresa tra le regioni Z (contenente EGFP) viene excisa dal genoma virale. Per tale motivo, la PCR con i 
primer per le flanking region ΔIII risulta più bassa nello stock virale MVA fCIITA(ΔIII) rispetto al controllo positivo p94-fCIITA. 
B) Il western blot è stato effettuato su lisati di linee cellulari TSA o HEK293T infettate con gli stock indicati e impiegando 
come controllo positivo le medesime cellule trasfettate col plasmide pcDNA3.1-fCIITA. La detection è stata effettuata 
impiegando l’anticorpo monoclonale anti-Flag M2. L’efficienza di trasfezione sulle due linee è profondamente diversa (la 
linea cellulare TSA non risulta praticamente trasfettata), mentre l’espressione di fCIITA indotta dal virus MVA fCIITA(ΔIII) è 
qualitativamente comparabile.  
  
Figura 42. Immunofluorescenza su cellule HEK293T acquisita in microscopia confocale (63X) per visualizzare la
distribuzione di fCIITA in cellule infettate con 
fissate con PFA 4% e permeabilizzate con TritonX100. L’anticorpo anti
Alexa 488 (verde). Per ogni campione è riportato lo Z
impiegato come controllo negativo e genera poco aspecifico nelle HEK293T (in alto a sinistra). La localizzazione di fCIITA di 
origine plasmidica (pcDNA3.1-fCIITA
grande variabilità tra le cellule. Nel caso di 
positivo pcDNA3.1-fCIITA, sebbene la fluorescenza nucleare risulti lievemente più debole.
 
MVA fCIITA(ΔIII) o trasfettate con pcDNA3.1
-Flag M2 è accoppiato a un anticorpo secondario 
-stack di 15 slices e il loro merge. Il virus 
, controllo positivo, in alto a destra) è chiaramente nucleo
MVA fCIITA(ΔIII) (in basso), fCIITA mostra una localizzazione simile al controllo 
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2. Analisi della transattivazione di Classe-II 
È risaputo (Boshkov, Macen, e McFadden 1992; Guerin et al. 2002; Früh et al. 2002) che i 
Poxvirus sono in grado downregolare la Classe-I presente sulla superficie delle cellule infettate: ciò 
correla con una minore efficacia della risposta immunitaria, poiché la presentazione di peptidi 
potenzialmente immunogenici ai linfociti CD8+ viene ridotta. Gli Orthopoxvirus come MVA non sono 
tuttavia in grado di indurre una forte downregolazione della Classe I, a differenza di altri Poxvirus 
come il Myxoma Virus o Rabbit fibroma virus (Boshkov, Macen, e McFadden 1992) Pochi dati sono 
invece presenti sul rapporto tra MVA e la Classe-II. In particolare, è stato recentemente pubblicato 
uno studio in vitro su cellule dendritiche (DC) bovine (Guzman et al. 2012) nel quale si dimostra che 
un rMVA è in grado di indurre rapidamente l’apoptosi delle DC infettate, riducendone la 
presentazione dell’antigene derivato dal TG. Inoltre, aggiungendo DC fresche, è stato osservato che 
queste sono in grado di fagocitare i corpi apoptotici derivanti dalle DC infettate e presentare a loro 
volta l’antigene derivante dal TG di rMVA, subendo però una forte downregolazione di CD40, CD80, 
CD86, and MHC-II. Ampliando la ricerca bibliografica ai parenti prossimi di MVA, è risultato che  
VACV, progenitore di MVA, è in grado di inibire l’espressione in vitro e in vivo della Classe-II e di 
CD86, come dimostrato da un buon numero di lavori (Engelmayer et al. 1999; Jenne et al. 2000; P. Li 
et al. 2005; Kastenmuller et al. 2006; Yao et al. 2007; Rehm et al. 2010). Si deduce che MVA potrebbe 
interferire con l’espressione dei geni contenuti nel locus della Classe-II (ad esempio bloccando la 
transattivazione mediata da fCIITA) o con la loro localizzazione a livello citoplasmatico e di membrana 
(ad esempio, sequestrando i complessi MHC nel citoplasma). 
La mancanza di ulteriori informazioni su MVA e l’indicazione tratta da VACV hanno guidato i 
successivi saggi. Dimostrata la capacità di espressione a livello citoplasmatico e il retrotrasporto 
all’interno del nucleo della proteina fCIITA prodotta dal virus MVA fCIITA(ΔIII), quindi, l’attenzione è 
stata rivolta sul suo corretto funzionamento in qualità di transattivatore. La funzionalità di fCIITA è 
stata valutata utilizzando tre diversi metodi. Dapprima è stata saggiata la transattivazione dei geni 
HLA-DRα/β individuandone l’espressione e la dimerizzazione attraverso western blot in ambiente 
non riducente. Secondariamente, sono stati allestiti saggi citofluorimetrici per verificare la presenza 
del dimero HLA-DRα/β sulla superficie delle cellule infettate. Da ultimo, sono state confrontate le 
localizzazioni subcellulari di HLA-DRα/β in cellule infettate con MVA fCIITA(ΔIII) o trasfettate con 
pcDNA3.1-fCIITA attraverso immunofluorescenza. 
 
 2.1 Western Blot non riducente
La transattivazione del locus della Classe
western blot su cellule HEK293T, scegliendo HLA
impiegato in tale saggio, L243, riconosce un epitopo conformazionale a cavallo del dimero HLA
DRα/β, legandosi ad esso unicamente in caso di corretta struttura quaternaria. 
state preventivamente testate diverse strategie di lisi con buffer Laemmli su una linea cellulare 
umana fortemente positiva per Classe
banda attesa di circa 50-55KDa (corri
buffer non riducente (-DTT) e senza la successiva denaturazione al calore del lisato (
La condizione individuata nell’esperimento precedente è stata poi impiegata per allestire il 
saggio sulla linea HEK293T, normalmente Classe
infettate con diversi virus MVA sono stati separati in SDS
dimero proteico HLA-DRα/β è stata saggiata con l’anticorpo L243. Come si può vedere in 
l’espressione di HLA-DRα/β 
fCIITA(ΔIII), ad indicare che il TG fCIITA espresso da tale virus 
dei geni nucleari contenuti nel locus della Classe
Figura 43. Western blot con anticorpo L243 (anti
sperimentali sulla linea RAJI (A) e saggio sulla linea HEK293T (B
a punto su lisati totali di linea linfocitaria RAJI con buffer Laemmli, testando 4 diverse condizioni di estrazione 
(riducente o non riducente, denaturato per bollitura a 95°C o non denaturato). La condizione 
individuata, con la quale è visualizzabile la banda del dimero 
ambiente non riducente (-DTT) senza bollitura del campione. B) La condizione individuata nel punto A è stata 
impiegata per allestire un western blot su HEK293T infettate come riportato (il virus MVA V4 è vuoto), utilizzando 
la linea Raji come controllo positivo. La banda specifica per 
infettato con MVA fCIITA(ΔIII).
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2.2 Citometria 
Dimostrata la transattivazione dei geni codificanti per HLA-DRα/β tramite western blot, 
l’espressione in membrana di tale dimero è stata saggiata attraverso citometria su cellule HEK293T 
(umane, Figura 44A) e TSA (murine, Figura 44B), impiegando rispettivamente gli anticorpi derivati 
dagli ibridomi D1.12 e MKD6 (ottenuti dal prof. Roberto Accolla, UnInsubria, Varese). In seguito ad 
infezione col virus MVA fCIITA(ΔIII), entrambe le linee mostrano un incremento della fluorescenza, ad 
indicare la presenza delle rispettive Classi-II sulla versante esterno della membrana cellulare, mentre 
questo non accade col virus mock impiegato. Per quanto riguarda la linea TSA, inoltre, è stato 
eseguito un time-course di infezione, nel quale è emerso che il plateau di fluorescenza è raggiunto 
48h p.i.. 
È stato in questo modo dimostrato che l’infezione col virus MVA fCIITA(ΔIII) è sufficiente per 
convertire al fenotipo Classe-II+ cellule umane e murine normalmente negative per tale antigene. 
 
2.3 Immunofluorescenza 
Per confermare il dato emerso nei saggi citometrici, la localizzazione cellulare della Classe-II è 
stata ulteriormente indagata a mezzo di immunofluorescenza sulle cellule HEK293T infettate col virus 
MVA fCIITA(ΔIII) o trasfettate col plasmide pcDNA3.1-fCIITA e marcando la Classe-II con l’anticorpo 
L243 (Figura 45). Il segnale presente nel controllo positivo (pcDNA3.1-fCIITA) risulta localizzato 
principalmente sulla membrana cellulare, a conferma del dato emerso nei saggi citometrici (Figura 
44A). Sono inoltre presenti, come atteso, granuli citoplasmatici fortemente positivi che costituiscono 
il pool intracellulare della Classe-II. Confrontando i dati relativi al plasmide pcDNA3.1-fCIITA con 
quelli relativi all’infezione col virus MVA fCIITA(ΔIII), non sono emerse differenze né di localizzazione 
né di fluorescenza. Il segnale è ancora una volta localizzato sulla membrana delle cellule infettate con 
la presenza di granuli citoplasmatici fortemente positivi.  
In definitiva, questi dati portano a concludere che il virus MVA fCIITA(ΔIII) è in grado di indurre 
la transattivazione della Classe-II, le cui molecole si localizzano correttamente dopo l’espressione, 
confermando quanto emerso dai saggi citometrici. Non sono inoltre emerse evidenze sperimentali di 
interferenza tra l’infezione con MVA e la localizzazione cellulare della Classe-II nelle cellule HEK293T. 
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Figura 44. Analisi citometrica per la Classe-II sulle linee HEK293T (umana, A) e TSA (murina, B). A) Le cellule HEK293T sono 
state infettate alla moi 1 con virus MVA fCIITA(ΔIII), MVA HA(ΔIII) (mock) o trasfettate con 2ug del plasmide pcDNA3.1-
fCIITA usando il PEI come agente trasfettante. Dal momento che le cellule HEK293T si sono mostrate particolarmente 
sensibili all’infezione con MVA, l’analisi è stata condotta unicamente 24h p.i.. L’anticorpo anti HLA-DR D1.12 è stato rilevato 
con un secondario PE-coniugato utilizzando lo strumento Accuri C6 (BD). L’aumento di fluorescenza è visibile unicamente 
nei campioni MVA fCIITA(ΔIII) e pcDNA3.1-fCIITA, indicando che le molecole di HLA-DR sono  presenti sulla superficie delle 
cellule. L’aumento medio della MFI indotta dal virus MVA fCIITA(ΔIII) rispetto al virus mock è di circa 10 volte 
(rispettivamente 37.842 e 3.744). B) Le cellule TSA, più resistenti all’infezione con MVA, sono state saggiate a 24h, 48h e 
72h p.i. con moi 1. Il controllo positivo impiegato è la linea cellulare TSA pLXIN-fCIITA (ottenuta dal prof. Roberto Accolla, 
UnInsubria, Varese), che esprime stabilmente CIITA. L’anticorpo MKD6 è stato rilevato con un secondario FITC-coniugato, 
utilizzando lo strumento FacsCantoII (BD). Nelle TSA infettate col virus MVA fCIITA(ΔIII)  vi è un aumento di fluorescenza che 
raggiunge il plateau a 48h p.i.. La media delle MFI è di 345 (mock), 794 (24h), 1131 (48h) e 1170 (72h). 
 
 
 
 
 Figura 45. Immunofluorescenza su cellule HEK293T 
distribuzione del dimero HLA- DRα/β
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3. Test in vivo 
I risultati fin qui ottenuti dimostrano che il virus ricombinante MVA fCIITA(ΔIII) induce 
l’overespressione del TG fCIITA nelle cellule infettate, come evidenziato dai western blot (Figura 38C, 
Figura 40C Figura 41B) e dall’immunofluorescenza (Figura 42). fCIITA, a sua volta, in seguito a 
retrotraslocazione all’interno del nucleo, transattiva i geni presenti nel locus della Classe-II, 
promuovendone l’espressione (Figura 43) e convertendo le cellule ad un fenotipo Classe-II+ (Figura 44 
e Figura 45). 
In condizioni fisiologiche, la Classe-II è espressa unicamente sulle APC ed è coinvolta nella 
presentazione di peptidi di origine extracellulare ai linfociti T CD4+, inducendo in ultima analisi 
l’attivazione del ramo umorale del sistema immunitario. Al contrario, la Classe-I, espressa su (quasi) 
tutte le cellule, ha il compito di presentare peptidi intracellulari ai linfociti T CD8+, segnalando la 
presenza di proteine non-self e inducendo una risposta citotossica cellulo-mediata (ad esempio nel 
caso di infezione da parte di agenti virali). Svariate evidenze sperimentali hanno tuttavia dimostrato 
che questi due pathway non sono totalmente distinti: in particolare, è stato osservato che antigeni 
citoplasmatici e nucleari possono essere caricati sulla Classe-II sfruttando sistemi sia analoghi a quelli 
della Classe-I (TAP- o Sec61-dipendente), sia totalmente differenti (ad esempio, autofagia-mediati) 
(Malnati et al. 1992; Aichinger et al. 1997; Dongre et al. 2001; Dengjel et al. 2005; Paludan et al. 
2005; D Schmid e Münz 2005; Dorothee Schmid, Pypaert, e Münz 2007; Christian Münz 2012). In 
entrambi i casi, i peptidi intracellulari vengono inviati sulla superficie cellulare nel contesto della 
Classe-II, stimolando una risposta anticorpale facilmente misurabile attraverso saggi ELISA. 
Alla luce di questo e considerata la capacità di MVA fCIITA(ΔIII) di transattivare il locus della 
Classe-II anche in topo, è stato messo a punto un ulteriore metodo di indagine volto a verificare la 
funzionalità del vettore MVA fCIITA(ΔIII): topi C57BL/6 sono stati immunizzati coi virus MVA 
fCIITA(ΔIII) o MVA HcRED(ΔIII) e le rispettive risposte anticorpali indotte contro il vettore sono state 
comparate. Il protocollo di vaccinazione seguito, come descritto in precedenza, ha previsto due 
inoculi di virus a distanza di 21 giorni. Il sangue è stato prelevato dalla coda a -2 giorni e +42 giorni 
dal primo inoculo e gli anticorpi anti-vettore sono stati titolati dai sieri attraverso ELISA. Al 42° 
giorno, inoltre, i linfonodi inguinali, poplitei e ascellari sono stati prelevati e, dopo purificazione dei 
linfociti, è stata eseguita una citometria per analizzarne il fenotipo, concentrando l’attenzione sui 
linfociti T CD4+ (esperimento compiuto in collaborazione col laboratorio del prof. Fabio Grassi, IRB - 
Bellinzona). Per quanto riguarda la titolazione degli anticorpi anti-MVA, il saggio ELISA (Figura 46) 
non ha mostrato differenze statisticamente significative tra il gruppo vaccinato con MVA fCIITA(ΔIII) e 
quello vaccinato con MVA HcRED(ΔIII) (p<0.001 n=3). In accordo con tale dato, anche il saggio 
citometrico (Figura 47) non ha messo in evidenza particolari differenze tra i due gruppi, se non una 
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modesta riduzione dei linfociti T-regolatori (19.56% contro 25.59%) e un leggero aumento dei linfociti 
T CD8+ (31.81 contro 25.63%) nel gruppo immunizzato con MVA fCIITA(ΔIII) rispetto al controllo MVA 
HcRED(ΔIII). 
In conclusione, nonostante i test in vitro mostrino chiaramente la capacità del virus MVA 
fCIITA(ΔIII) di indurre transattivazione di Classe-II nelle cellule infettate, questo non ha generato in 
vivo un miglioramento della risposta anti-vettore, né ha stimolato in maniera evidente il ramo T-
helper del sistema immunitario murino.  
 
 
Figura 46. Titolazione degli anticorpi anti-MVA presenti nei sieri dei topi immunizzati con MVA HcRED(ΔIII) 
(rosso) e MVA fCIITA(ΔIII) (verde) confrontati con il siero preimmune (grigio). I sieri in figura sono stati 
purificati dal sangue al giorno -2 (preimmune) e al giorno 42, al termine del protocollo di vaccinazione. La 
risposta contro il vettore è sostenuta, la diluizione limite è 1.024.000 (2
20
). Non si evidenziano differenze 
statisticamente significative tra i due gruppi sperimentali (p<0.001, n=3). 
 
 
 
 
 
Figura 47 (pagina successiva). Citometria sui linfociti derivati da linfonodi di topi immunizzati con il virus MVA 
HcRED(ΔIII) (sopra) e MVA fCIITA(ΔIII) (sotto). I linfonodi prelevati dai 3 topi appartenenti allo stesso gruppo sperimentale 
sono stati riuniti prima della marcatura. Sopra ogni scatter plot è indicato il gate sul quale è eseguita l’analisi. I due gruppi 
sperimentali non mostrano particolari differenze nella distribuzione dei subset linfocitari principali. 
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L’importanza che MVA ricopre a livello vaccinale è stata ampiamente illustrata e discussa 
nell’introduzione. I progressi derivanti dagli sforzi profusi nell’ingegnerizzazione di vettori 
ricombinanti basati su questo Poxvirus rappresentano certamente un’ulteriore conferma del suo 
ruolo centrale. Come detto in precedenza, MVA possiede uno spettro d’ospite estremamente 
ridotto: l’acquisizione di questo fenotipo fortemente attenuato è il risultato della delezione 
combinata e sequenziale di diverse regioni genomiche che, in ultima analisi, ha causato una riduzione 
di oltre 20kb. Grazie a tale contrazione, inoltre, MVA ha la capacità di allocare ed esprimere un 
numero maggiore di TG rispetto ad altri vettori, senza tuttavia subire alterazione nella stabilità 
genomica. Quest’ultimo è un valore aggiunto non indifferente, poiché permetterebbe sia di 
semplificare il gene delivery sia di ridurre la dose totale di virus impiegata. 
I vantaggi derivanti dalla produzione di vettori MVA contenenti due o più TG (mrMVA) non 
sono passati inosservati. Nella letteratura recente sono infatti presenti un buon numero di lavori che, 
sfruttando l’uso di geni di fusione o di promotori multipli inseriti all’interno dello stesso sito di 
ricombinazione, hanno portato alla costruzione di MVA esprimenti TG multipli. Nel complesso, questi 
metodi si sono rivelati non totalmente soddisfacenti nell’indurre una risposta immunitaria all’interno 
dell’ospite, come confermato dai dati sperimentali (ad esempio (Hodge et al. 2003; Poon et al. 2009; 
Kolibab et al. 2010; Berthoud et al. 2011; Lillie et al. 2012; Powell et al. 2013; Mullarkey et al. 2013; 
Antrobus et al. 2013; Altenburg et al. 2014)). Uno dei maggiori limiti legati all’espressione di proteine 
di fusione è tuttavia rappresentato dalla possibilità che le diverse subunità interferiscano l’una con 
l’altra sia durante il folding a livello citoplasmatico o reticolare sia nella successiva localizzazione. 
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Inoltre, è bene puntualizzare che la manipolazione di lunghe sequenze nucleotidiche risulta più 
laboriosa e che, da evidenze di laboratorio, la generazione di virus contenenti TG di dimensioni 
piuttosto consistenti ha un’efficienza limitata o comunque inferiore rispetto a quelli contenenti TG 
più corti. Anche l’uso di promotori multipli, in tandem o in direzioni opposte, non è scevro da rischi: 
tra i due promotori potrebbero infatti instaurarsi fenomeni di competizione legati, ad esempio, 
all’ingombro sterico, che si ripercuotono in definitiva sul rapporto finale dei trascritti. Dal momento 
che i TG inseriti in MVA non rivestono un ruolo nell’omeostasi cellulare e non interagiscono a livello 
molecolare, questo normalmente non influisce sulla buona riuscita della vaccinazione. Tuttavia, 
l’introduzione di strategie alternative che assicurino la totale indipendenza trascrizionale 
consentirebbe ad esempio l’espressione di proteine più complesse, dimeriche o multimeriche, la cui 
maturazione deve sottostare a precisi rapporti stechiometrici. L’eccesso di una delle subunità, infatti, 
potrebbe causare gravi danni all’efficienza dell’intero sistema di espressione, mettendo a repentaglio 
la funzionalità del vaccino stesso. 
Il lavoro svolto nella prima parte di questa tesi descrive un metodo alternativo, semplice ed 
efficace per la costruzione di mrMVA: i TG sono infatti stati inseriti in punti diversi del genoma virale, 
risultando di fatto indipendenti dal punto di vista sia trascrizionale sia traduzionale. La strategia 
proposta si basa sulla ricombinazione omologa tra un virus accettore e un plasmide donatore e 
sfrutta, in fase di selezione dei ricombinanti, lo scambio di due marker fluorescenti (“Red-to-Green 
gene swapping” (Di Lullo et al. 2010)). Tale tecnologia, messa a punto nel laboratorio del prof. 
Siccardi, si è dimostrata solida ed accessibile e ha permesso la generazione di decine di virus rMVA 
introducendo i TG all’interno della regione ΔIII. 
L’applicazione diretta di questa tecnologia ad un virus già contenente il TG ENV nella regione 
ΔVI ha portato alla costruzione del primo virus presentato in questo lavoro di tesi, MVA 
HLAC(ΔIII)ENV(ΔVI). Attraverso western blot e saggi citometrici, è stata osservata l’espressione di 
entrambe le proteine sulla superficie delle cellule infettate, confermando la funzionalità del virus 
costruito. L’utilizzo di questo virus consentirà di approfondire gli studi sul ruolo dell’espressione di 
HLAC in qualità di modulatore dell’infettività di HIV-1. Da alcuni studi è infatti emerso che ENV è 
molto probabilmente in grado di associarsi all’HLAC presente sulla superficie dei virioni di HIV-1, 
aumentando l’infettività sia del ceppo X4 (tropismo linfocitario) sia del ceppo R5 (tropismo 
macrofagico) (Matucci et al. 2008; Baroni et al. 2009). La comprensione dei meccanismi molecolari 
che sottostanno al legame tra HLAC e ENV potrebbe pertanto rivelarsi di estremo interesse per lo 
sviluppo strategie volte alla riduzione dell’infettività virale di HIV-1. 
Successivamente, il Red-to-Green gene swapping è stato utilizzato unitamente ai plasmidi p675 
e p604 per indurre la ricombinazione omologa all’interno della regione ΔVI di un virus già contenente 
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HA nella regione ΔIII. Questo ha permesso di costruire il secondo virus presentato in questo lavoro di 
tesi, MVA HA(ΔIII)NP(ΔVI). Tale virus si inserisce all’interno del panorama dei vaccini influenzali 
alternativi, un campo estremamente vivace che negli ultimi anni ha assistito a notevoli progressi per 
quanto riguarda sia l’incremento dell’efficacia vaccinale sia la potenziale identificazione di un 
cosiddetto “vaccino universale”, ossia in grado di indurre una risposta cross-protettiva nei confronti 
di virus influenzali appartenenti a diversi gruppi sierologici. A tal proposito, è stato recentemente 
pubblicato un lavoro (Hessel et al. 2014) nel quale varianti ingegnerizzate di HA e NP sono state 
introdotte nelle regioni ΔIII e D4R di MVA, sfruttando una tecnologia selettiva basata sul gene gpt. 
Confrontato a tale strategia, il valore aggiunto del metodo usato in questo lavoro di tesi è 
rappresentato dall’utilizzo di marker fluorescenti che permettono l’isolamento dei virus ricombinanti 
attraverso il sorting (FACS). Questo garantisce un sostanziale snellimento dei tempi di selezione, 
semplificando pertanto la costruzione di mrMVA. Allo stesso modo ma applicato ad un filone di 
studio differente, è stato ancor più recentemente pubblicato un secondo lavoro (Wussow et al. 
2014), nel quale un MVA è stato finemente ingegnerizzato per esprimere le cinque subunità del 
complesso pentamerico gH/gL, inserite all’interno di quattro diverse regioni genomiche. Tale 
complesso è responsabile dell’ingresso di CMV nelle cellule endoteliali e si ritiene che anticorpi diretti 
contro di esso potrebbero risultare estremamente utili per controllarne l’infezione. Un enorme 
vantaggio del metodo impiegato, ossia l’ingegnerizzazione in vitro (recombineering) di un BAC 
contenente l’intero genoma di MVA, consiste nella possibilità di costruire e caratterizzare a priori il 
genoma virale, limitando l’uso delle colture cellulari e impiegando un virus helper durante le prime 
fasi dell’infezione. Va comunque detto che l’ingegnerizzazione di un BAC è ben più complessa di 
quella di un plasmide, e il fatto che sia presente in singola o, al più, duplice copia all’interno dei 
batteri riduce notevolmente la resa finale.  
L’impiego di virus ricombinanti esprimenti più TG potrebbe rivelarsi importante anche in altri 
sistemi. Soffermandoci nel campo della vaccinazione nei confronti di malattie infettive o tumori, ad 
esempio, la co-espressione di adiuvanti immunologici potrebbe rappresentare un buon metodo per 
potenziare la risposta immunitaria nei confronti di antigeni debolmente immunogenici o polarizzarla 
in maniera specifica, risultando pertanto in una maggiore efficacia del vaccino. In quest’ottica, la 
possibilità di introdurre TG in punti diversi del genoma di MVA consentirebbe uno sviluppo 
piramidale del vettore, apportando continui miglioramenti al virus già disponibile senza la necessità 
di produrre un vettore ex novo. 
L’introduzione della tecnologia del DNA ricombinante ha sicuramente costituito una svolta 
nella biologia. L’utilizzo di geni reporter e la costruzione di vettori in grado di indurre 
overespressione, downregolazione o silenziamento di specifici geni hanno infatti permesso di 
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definire le interazioni metaboliche e di dissezionare enormi cascate di attivazione in working package 
di minori dimensioni, delineando precisi pathway cellulari ed identificando quei geni che, se mutati, 
sono in grado di indurre un fenotipo patologico. Parimenti, questo ha anche fornito uno strumento 
profilattico e terapeutico estremamente potente: ad esempio, attraverso l’inserimento di un gene 
wild type, è possibile complementare in vivo o ex vivo un difetto genetico (“gene theraphy”); oppure, 
è anche possibile alterare il fenotipo cellulare per guidare la risposta immunitaria, come nel caso 
delle terapie basate sull’uso di DC modificate (Palucka e Banchereau 2013; Ahmed e Bae 2014). In 
maniera analoga, sono anche in fase di studio strategie vaccinali o terapeutiche attraverso le quali 
una risposta immunitaria specifica viene indotta utilizzando cellule tumorali mascherate da APC: 
questo, come descritto nell’introduzione, è reso possibile attraverso la sola overespressione del gene 
CIITA, necessaria e sufficiente per l’instaurarsi di un fenotipo Classe-II+. Considerata, tuttavia, la 
risposta estremamente eterogenea ottenuta con questi approcci, l’efficacia vaccinale va saggiata 
caso per caso, richiedendo la produzione di diverse linee esprimenti CIITA. A tal proposito, vari 
sistemi di gene delivery sono stati impiegati (Qiu et al. 1999; Lu et al. 2003; G G Hillman et al. 2003; 
Meazza et al. 2003; Y. Wang et al. 2005; Mortara et al. 2006; Frangione et al. 2010). La trasfezione 
con agenti chimici o metodi fisici rappresenta sicuramente il metodo di più semplice, sebbene la 
modesta efficienza risulti spesso un limite (T. K. Kim e Eberwine 2010). Per ovviare a ciò e non 
volendo utilizzare sistemi che permettano la generazione di linee stabili (introducendo, ad esempio, 
geni per la resistenza agli antibiotici), sono state messe a punto altre strategie, tra le quali l’utilizzo di 
vettori virali ingegnerizzati ad hoc. L’infezione è infatti un metodo estremamente efficiente e 
riproducibile per indurre l’overespressione del TG di interesse, risultando sufficientemente sicura nei 
limiti consentiti dai livelli di sicurezza previsti. Tra i vettori virali disponibili (Warnock, Daigre, e Al-
Rubeai 2011), i Lentivirus sono generalmente impiegati per la generazione di linee stabili e nella 
terapia genica ex vivo, poiché sono in grado di integrare nel genoma delle cellule bersaglio. MVA (e 
alcuni Avipox virus), invece, non integrandosi e non replicando nell’uomo, sono da tempo stati 
impiegati in qualità di vettori vaccinali per indurre forti risposte contro i TG veicolati, come esposto 
nel paragrafo “Efficacia vaccinale di MVA in animali e uomo” e confermato dall’ampia letteratura 
presentata a sostegno. L’impiego di vettori di espressione transienti (come MVA) per effettuare il 
gene delivery di CIITA potrebbe quindi apportare un significativo contributo nello sviluppo di 
immunoterapie basate sull’overespressione della Classe-II. 
Nella seconda parte di questo lavoro di tesi è mostrata la costruzione del virus MVA 
fCIITA(ΔIII), contenente cioè il gene fCIITA all’interno della regione ΔIII. Dal momento che in 
letteratura non sono ancora presenti dati sufficienti riguardanti il rapporto tra MVA e l’espressione 
della Classe-II, è stata preventivamente saggiata la capacità di questo virus nell’indurre un fenotipo 
Classe-II+ nelle cellule infettate, comparandolo a un sistema più tradizionale come può essere la 
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trasfezione. I dati di western blot (HEK-293T e TSA) e immunofluorescenza (HEK-293T) mostrano che 
il virus MVA fCIITA(ΔIII) è in grado di esprimere correttamente il TG, la cui localizzazione non 
differisce in maniera sostanziale rispetto all’analogo plasmidico. Inoltre, è stato possibile confermare 
che MVA fCIITA(ΔIII) è in grado di mediare l’espressione e l’invio in superficie delle molecole di 
Classe-II umane (HLA-DR) e murine (I-Ad), come dimostrato dalle analisi citometriche (HEK-293T e 
TSA) e i saggi di immunofluorescenza (HEK-293T). Presi insieme, questi risultati permettono di 
concludere che MVA non interferisce col pathway della Classe-II per lo meno per quanto concerne la 
localizzazione subcellulare di CIITA, la transattivazione della Classe-II e il successivo invio in 
membrana delle molecole HLA-DR e I-Ad correttamente conformate. Da questi dati è inoltre possibile 
dedurre che l’eventuale interferenza di MVA con l’espressione di Classe-II potrebbe esplicarsi 
unicamente a monte, più precisamente a livello pre-traduzionale di CIITA: ad esempio, MVA 
potrebbe produrre proteine che sequestrano i fattori trascrizionali necessari per l’espressione di 
CIITA o che competono con essi per il legame con i suoi promotori, inibendo la trascrizione; oppure, 
altri fattori potrebbero agire a livello citoplasmatico, alterando la stabilità del trascritto e, di fatto, 
bloccandone o riducendone la traduzione. 
La capacità immunostimolante di CIITA è stata successivamente testata in vivo utilizzando 
come readout l’induzione di anticorpi anti-vettore in topi immunizzati con MVA fCIITA(ΔIII) o MVA 
mock (MVA HcRED(ΔIII)). Considerato inoltre il ruolo ricoperto dalla Classe-II nell’induzione 
dell’anergia e nello sviluppo di cellule T-regolatorie in assenza di sufficiente co-stimolazione (Cook e 
Campbell 1999; Corthay 2009; Broere et al. 2011; Crespo et al. 2013), è stata anche compiuta 
un’analisi citometrica per analizzare il fenotipo dei linfociti CD4+ purificati dai linfonodi inguinali, 
poplitei e ascellari. Entrambi i metodi analitici non hanno tuttavia messo in evidenza differenze 
significative tra i due gruppi: i sieri analizzati tramite saggio ELISA hanno restituito una titolazione 
anticorpale pressoché identica e la distribuzione delle sotto-popolazioni linfocitarie si è mostrata 
simile, fatta eccezione per una leggera riduzione dei linfociti T-regolatori e un leggero aumento dei 
linfociti T CD8+ nel gruppo immunizzato con MVA fCIITA(ΔIII). L’assenza dell’effetto biologico, ossia 
l’aumento di anticorpi anti-vettore, è quindi in linea con la mancata over-stimolazione dei linfociti T-
helper, ma non dipende dalla risposta T-regolatoria. Una possibile interpretazione di questo dato 
potrebbe essere che la risposta anti-vettore sia già completamente satura: ciò impedirebbe di fatto 
l’ulteriore stimolazione del ramo umorale e, quindi, l’incremento del titolo anticorpale anti-vettore. 
Per saggiare l’efficacia del virus MVA fCIITA(ΔIII), pertanto, è in corso un protocollo di 
vaccinazione/challenge in vivo su topi BALB/c. Dopo vaccinazione con cellule tumorali TSA infettate 
con diversi virus e utilizzando come controllo positivo cellule stabilmente esprimenti fCIITA (TSA 
pLXIN-fCIITA), verrà effettuato un inoculo di cellule TSA wild type per comparare la crescita tumorale 
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tra i gruppi sperimentali, così da stabilire l’effettiva efficacia del virus MVA fCIITA(ΔIII) nell’indurre 
una risposta tumore-specifica. In maniera analoga a quanto svolto in precedenza (Lu et al. 2003; G G 
Hillman et al. 2003), inoltre, la capacità immunomodulante del virus MVA fCIITA(ΔIII) verrà anche 
saggiata attraverso iniezione intratumorale, utilizzando come controllo un virus MVA mock. 
Comparando le relative crescite tumorali, sarà possibile stabilire l’utilità dell’utilizzo di MVA 
fCIITA(ΔIII) in protocolli terapeutici. Da ultimo, non si esclude la possibilità di generare virus 
ricombinanti contenenti altre molecole immunostimolanti affianco a fCIITA, sfruttando il sistema 
messo a punto e decritto nella prima parte di questo lavoro di tesi. Possibili candidati sono geni 
esprimenti molecole costimolatorie (CD80/86 in primis), agonisti dei TLR, citochine pro-
infiammatorie o immunomodulanti (IL-1, IL-2, IL-12 e IL-15 a esempio) e chemochine (Sato et al. 
2011). Discorso a parte va fatto per IL-10: sebbene sia normalmente riconosciuta come citochina 
anti-infiammatoria, infatti, la letteratura si trova piuttosto dibattuta sul suo ruolo nell’ambiente 
tumorale, essendoci evidenze parecchio contrastanti che la vedono implicata in processi sia anti-
infiammatori (e quindi pro-neoplastici) sia pro-infiammatori (Mumm et al. 2011; Sato et al. 2011; 
Mocellin, Marincola, e Young 2005; Stewart et al. 2013). La co-espressione di fCIITA e IL-10 potrebbe 
quindi aggiungere un ulteriore tassello, contribuendo a fare maggiore chiarezza sul ruolo di questa 
interleuchina nel microambiente tumorale. 
In conclusione, il lavoro presentato in questa tesi ha introdotto due sensibili progressi nella 
generazione dei virus ricombinanti MVA e nel loro utilizzo. La tecnologia sviluppata consentirà la 
costruzione di virus ricombinanti contenenti più TG inseriti in punti diversi del genoma di MVA, 
assicurando l’indipendenza trascrizionale e traduzionale delle singole proteine e consentendo, 
quindi, l’espressione sicura di complessi multimerici. Inoltre, avendo verificato la possibilità di 
transattivare proteine cellulari senza particolari interferenze da parte del virus, il campo d’azione di 
MVA è stato positivamente ridimensionato. Da ultimo, qualora la capacità immunostimolatoria e/o 
immunomodulante del virus MVA fCIITA(ΔIII) venisse confermata, si avrà a disposizione un ottimo 
strumento per valutare in maniera rapida e sicura in quali tumori l’overespressione della Classe-II 
svolge un ruolo efficace nell’induzione di una risposta immunitaria antitumorale. 
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